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SIMBOLI IN OKRAJŠAVE 
 
(PGC)1Α  receptor gama, ki ga aktivira koaktivator peroksisomskega proliferatorja 1α,  
angl. peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha 
ABCA1 ATP vezavna kaseta iz poddružine A1, angl. ATP-binding cassette subfamily 
A member 1 
ABCC4 ATP vezavna kaseta iz poddružine A4, angl. ATP-binding cassette subfamily 
A member 4 
ABCG ATP vezavna kaseta iz poddružine G, angl. ATP-binding cassette subfamily G 
ABDH5 domena abhidrolaz, ki vsebuje 5, angl. abhydrolase domain containing 5 
ACACB acetil-CoA karbohidraza 2, angl. acetyl-CoA carboxylase 2 
ACAT2 acetil-CoA acetiltransferaza 2, angl. acetyl-CoA acetyltransferase 2 
Acetil-CoA acetil koencim A, angl. acetl-Coenzyme A  
ACLY ATP citrat sintaza, angl. ATP citrate synthase 
ACTB beta aktin, angl. beta actin 
ADIPOQ adiponektin, angl. adiponectin 
ADIPOR2 receptor za adiponektin 2, angl. adiponectin receptor 2 
A-FABP vezavni protein maščobnih kislin A, angl. fatty acid-binding protein A 
AKT protein kinaza B, angl. protein kinase B 
ALT alanin aminotransferaza, angl. alanin aminotransferase 
AOX nadomestna oksidaza, angl. alternative oxidase 
AP1 aktivacijski protein 1, angl. activator protein 1 
APOA5 apolipoprotein A5, angl. apolipoprotein A5 
AQP akvagliceroporini, angl. aquaglyceroporins  
AR receptor za androgene, angl. androgen receptor 
ARID1A AT obogaten interaktivni protein, ki vsebuje protein 1A, angl. AT-rich interactive  
domain-containing protein 1A 
AST aspartat aminotransferaza, angl. aspartat aminotransferase 
ATCC ameriške banke celičnih kultur angl. American Type Culture Collection 
ATF aktivirajoči prepisovalni dejavnik angl. activating transcription factor 
ATP adenozin trifosfat, angl. adenosine triphosphate 
BTG1 BTG nasprotno proliferacijski dejavnik 1, angl. BTG Anti-Proliferation Factor 1 
CAFs z rakom povezani fibroblasti, angl. cancer-associated fibroblasts 
CEPT holin/etanolamin fosfotransferaza 1, angl. choline/ethanolamine  
phosphotransferase 1 
CAS9 CRISPR povezan protein 9, angl. CRISPR-associated protein 9 
CCND1 ciklin D1, angl. cycline D1 
CD36 translokaza maščobnih kislin, angl. fatty acid translocase 
CDKN2A ciklin odvisni inhibitor kinaze 2A, angl. cyclin dependent kinase inhibitor 2A 
CHOP C/EBP homologni protein, angl. C/EBP homologous protein 
CLOCK upravljalec izhodnih cirkadianih gibalnih ciklov,  
angl. Circadian Locomotor Output Cycles Kaput 




CRE rekombinaza Cre, angl. recombinase Cre 
CREM usklajevalec odzivnih elementov cAMP, angl. cAMP response element modulator 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev,  
angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
CTGF rastni dejavnik veznivnega tkiva, angl. connective tissue growth factor 
CTNNB katenin beta, angl. catenin beta 
CYP citokrom P450, angl. cytochrome P450 
CYP19A1 aromataza, angl. aromatase 
CYP51  lanosterol 14α-demetilaza, angl. lanosterol 14α demethylase 
DAX1 angl. dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region,  
on chromosome X, gene 1 
DEN dietilnitrozamin, angl. N-nitrosodiethylamine 
DHCR24 24-dehidroholesterol reduktaza, angl. 24-dehydrocholesterol reductase 
DHCR7 7-dehidroholesterol reduktaza, angl. 7-dehydrocholesterol reductase 
DHEA dehidroepiandrosteron, angl. dehydroepiandrosterone 
DHT dihidrotestosteron, angl. dihydrotestosterone 
DMEM Eaglov medij, spremenjen po Dulbeccu, angl. Dulbecco's modified eagle medium 
DMSO dimetil sulfoksid, angl. dimethyl sulfoxide 
DVP virtualni dinamični protein, angl. dynamic virtual protein 
E2 estradiol, angl. estradiol 
ECM ekstracelularni matriks, angl. extracellular matrix 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina, angl. ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFR receptor za epidermalni rastni dejavnik, angl. epidermal growth factor receptor 
EMT epitelijsko-mezenhimalni prehod, angl. epithelial-mesenchymal transition  
EnR endoplazemski retikulum, angl. endoplasmic reticulum 
ER/ESR receptor za estrogene, angl. estrogen receptor 
ERE elementi, odzivni za estrogene, angl. estrogen responsive elements 
FACS pretočna citometrija, angl. flow cytometry 
FARNEZIL PP farnezil pirofosfat, angl. farnesyl pirophosphate 
FASN sintetaza maščobnih kislin, angl. fatty acid synthase 
FBS serum govejega plodu, angl. fetal bovine serum 
FDR popravek, angl. false discovery rate 
FF-MAS mejozo aktivirajoči sterol, izoliran iz folikularne tekočine, angl. follicular fluid  
meiosis-activating sterol  
FGL1 fibrinogen 1, angl. fibrinogen Like 1 
FOXA viličasto zaporedje A2, angl. forkhead box A2 
FOXM1 viličasto zaporedje M1, angl. forkhead box M1 
FSH folikel stimulirajoči hormon, angl. follicle-stimulating hormone 
FXR farnezoidni receptor X, angl. farnesoid X receptor 
G6PC katalitska podenota glukoza-6-fosfataze, angl. glucose-6-phosphatase  
catalytic subunit 
GSO gensko spremenjeni organizem, angl. genetically modified organisms 
GA Golgijev aparat, angl. Golgi apparatus 




gDNA genomska DNA, angl. genomic DNA 
GC/MS plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo, 
angl. gas chromatography/mass spectrometry 
GEM gensko spremenjeni model, angl. genetic modified model 
GH rastni hormon, angl. growth factor 
GHR receptor za rastni hormon, angl. growth factor receptor 
GLUT2 prenašalni protein za glukozo 2, angl. glucose transporter 2 
GnRH sproščujoči hormon gonadotropinov, angl. gonadotropin-releasing hormone 
GPER z G proteini povezani receptorji za estrogene, angl. G protein-coupled receptor  
for estrogens 
GS glutamin sintetaza, angl. glutamine synthetase 
GSTP1 glutation S transferaza P, angl. glutathione S-transferase P 
GYS2 glikogen sintetaza 2, angl. glycogen synthase 2 
H&E hematoksilin in eozin, angl. hematoxylin and eosin 
HBC virusni hepatitis C, angl. hepatitis virus C 
HBV virusni hepatitis B, angl. hepatitis virus B 
HCC hepatocelularni karcinom, angl. hepatocellular carcinoma 
HDL lipoproteinski delci visoke gostote, angl. high-density lipoproteins 
HGF rastni faktor hepatocitov, angl. hepatocyte growth factor 
HIF1 s hipoksijo spodbujeni dejavnik 1, angl. hypoxia inducible factor 1 
HMBS hidroksimetilbilan sintaza, angl. hydroxymethylbilane synthase 
HMG-CoA 3-hidroksi-3-metilglutaril koencim A, angl. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A 
HNF4A hepatocitni jedrni dejavnik 4α, angl. hepatocyte nuclear factor 4α 
HOL holesterol, angl. cholesterol 
HPG os hipotalamus-hipofiza-spolne žleze, angl. hypothalamic-pituitary-gonadal axis 
HSD3B5 3beta-hidroksisteroid dehidrogenaza delta 5 izomeraza,  
angl. hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase 
ICER sprožljivi zgodnji zaviralec cAMP, angl. inducible cAMP early repressor 
IDL lipoproteinski delci srednje gostote, angl. intermediate-density lipoproteins 
IGF1 inzulinu podoben rastni dejavnik 1, angl. insulin-like growth factor 1 
IL interlevkin, angl. interleukin 
IM  izolacijski medij, angl. isolation medium 
IU internacionalna enota, angl. international unit 
KEGG Kjotska enciklopedija genov in genomov, angl. Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes 
KO izbitje gena, angl. knock-out 
LAP gen v jetrih obogatenega aktivirajočega proteina, angl. liver enriched activator protein 
LDL lipoproteinski delci nizke gostote, angl. low-density lipoproteins 
LDLR receptor za LDL, angl. LDL receptor 
LFNC standardna laboratorijska dieta, angl. low-fat no-cholesterol diet 
LH luteinizirajoči hormon, angl. luteinizing hormone 
LIPC lipaza C, angl. lipase C 
LK  lipidna kapljica, angl. lipid droplet 




LSS lanosterol sintaza, angl. lanosterol synthase 
LUC luciferaza, angl. luciferase 
LXR jetrni receptor X, angl. liver X receptor  
MAFLD s presnovo povezane maščobne bolezni jeter, angl. metabolic associate fatty  
liver disease 
MAPK z mitogeni aktivirane protein kinaze, angl. mitogen-activated protein kinases 
MBOAT7 z membrano povezani gen, ki vsebuje O-aciltransferazno domeno 7, angl.  
membrane-bound Oacyltransferase domain-containing 7 
MDR2 protein za odpornost na zdravila 2, angl. multidrug resistance protein 2 
METS presnovni sindrom, ang. metabolic syndrome 
miRNA mikroRNA, angl. microRNA 
MMP metaloproteaza, angl. metalloproteinase 
MYC prepisovalni dejavnik BHLH, angl. BHLH transcription factor 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, angl. nicotinamide adenine  
dinucleotide phosphate 
NAFLD nealkoholna maščobna bolezen jeter, angl. non-alcoholic fatty liver disease 
NASH nealkoholni steatohepatitis, angl. nonalcoholic steatohepatitis 
NCI Nacionalni inštitut za raziskave raka, angl. National cancer institute 
NFATC jedrni receptor za aktivirane T celice, angl. nuclear factor of activated T cells 
NF-KB jedrni dejavnik za ojačevanje lahkih verig kapa aktiviranih celic B, angl. nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NRB1 protein fosfataza 1 z regulatorno podenoto 9A, angl. protein phosphatase 1 
regulatory subunit 9A 
NRF1 jedrni dejavnik eritroid 2 vezanega faktorja 1, angl. nuclear factor erythroid 2 
related factor-1 
NSDHL 3beta-hidroksi-Δ5-steroid dehidrogenaza angl. NAD(P) dependent steroid 
dehydrogenase-like 
OK oleinska kislina, angl. oleic acid 
OSBLP3 protein 3, soroden z oksisterol vezavnim proteinom, angl. oxysterol-binding  
protein-related protein 3 
OVX ovariektomija, angl. ovariectomy 
PCR verižna reakcija s polimerazo, angl. polymerase chain reaction 
PD-1 protein programirane celične smrti 1, angl. programmed cell death protein 1 
PDGF rastni dejavnik, pridobljen iz trombocitov, angl. platelet-derived growth factor 
PI3K fosfoinozitol kinaza 3, angl. phosphoinositide 3-kinase 
PIP2 fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat, angl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
PIP3 fosfatidilinozitol-3,4,5‐trisfosfat, angl. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate 
PLIN5 perilipin 5, angl. perilipin 5 
PM perfuzijski medij, angl. perfusion medium 
PMK proste maščobne kisline, angl. free fatty acids 
PNPLA patatinu podobna fosfolipazna domena proteina, angl. patatin-like  
phospholipase domain-containing protein  





PPAR aktivirani receptor peroksisomskega proliferatorja, angl. peroxisome 
proliferator activated receptor 
PPM izolacijsko-perfuzijski medij, angl. isolation perfusion medium 
PTEN homolog fosfataze in tenzina, angl. phosphatase and tensin homolog 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času, angl. quantitative 
polymerase chain reaction 
RORC z RAR povezani receptor sirota gama, angl. RAR-related orphan receptor gamma 
ROS reaktivni kisikovi radikali, angl. reactive oxygen species 
rTETR doksiciklinsko občutljivo zaporedje, angl. reverse tetracyclin repressor 
RXR retinoidni X receptor, angl. retinoic X receptor 
SC4MOL sterol C4-metil oksidaza, angl. sterol-C4-methyl oxidase 
SCD stearoil CoA-desaturaza, angl. stearoyl-CoA desaturase 
sgRNA vodilna RNA, angl. single guide RNA 
SHBG s spolnimi hormoni povezan globulin, angl. sex hormone-binding globolin 
SOX9 angl. SRY-Box Transcription Factor 9 
SP1 angl. Specificity Protein 1 
SQLE skvalen epoksidaza, angl. squalene epoxidase 
SR Sirius rdeče, angl. Sirius red 
SR-B1 čistilni receptor B1, angl. Scavenger receptor class B type 1  
SRE element uravnavanja sterolov, angl. sterol regulatory elements 
SREBP vezavni protein uravnavanja elementa sterolov, angl. sterol regulatory 
element binding protein 
STAT3 prenašalec signala in aktivator prepisa 3, angl. signal transducer and activator 
of transcription 3 
TEM elektronska transmisijska mikroskopija, angl. transmission electron microscopy 
TG trigliceridi, angl. triglycerides 
TGF dejavnik tumorske rasti, angl. transforming growth factor 
TM6SF2 transmembranski član 6 naddružine 2,  
angl. transmembrane 6 superfamily member 2 
TNF dejavnik tumorske nekroze, angl. tumor necrosis factor 
uPA urokinazni aktivator plazminogena, angl. urokinase-type plasminogen activator 
UPR senzorji razvitega proteinskega odziva, angl. unfolded protein response sensor 
UTP6 majhna podenota komponente procesoma,  
angl. small subunitprocessome component 6 
VLDL lipoproteinski delci zelo nizke gostote, angl. very low-density lipoproteins 
WT divji tip, angl. wild-type 







Hepatocelularni karcinom (HCC) v svetovnem merilu predstavlja drugi najpogostejši z rakom povezani 
vzrok smrti. Kljub obsežni etiologiji HCC je vse več dokazov, da so moteni presnovni procesi v jetrih 
prevladujoči vzrok za nastanek HCC, ki prispeva k nastanku z več dejavniki in s presnovo povezanih 
maščobnih bolezni jeter (MAFLD), do pred kratkim imenovanih nealkoholne maščobne bolezni jeter 
(NAFLD). Ohranjanje ravnovesja holesterola sodi med najpomembnejše dejavnike presnove, vendar 
vloga holesterola v hepatokarcinogenezi še vedno ostaja nepojasnjena. Da bi se približali razumevanju 
molekularnih mehanizmov, ki uravnavajo presnovno odvisni potek HCC, smo spremljali spremembe v 
jetrih mišjega modela (Cyp51 KO) v poznem starostnem obdobju. Spremembe so posledica tarčnega 
izbitja gena za lanosterol 14α-demetilazo (CYP51) iz poznega dela sinteze holesterola. Miši Cyp51 KO 
so med 12 in 24 mesecem starosti razvile tumorje na jetrih. Pri 24 mesecih starosti je bila pojavnost 
tumorjev 77,8 % pri samicah in 50 % pri samcih. Poškodbe jetrnega tkiva so bile izrazitejše pri samicah, 
kjer smo opazili zmerno do hudo reakcijo žolčnih vodov s povezovanjem portalnih polj, spremljajoče blago 
vnetje in izrazitejšo fibrozo pri 12 mesecih starosti, jetrni fenotip pa se je še poslabšal do starosti 24 
mesecev. Vpliv kronične presnovne bolezni, povzročene z izbitjem Cyp51 v hepatocitih, se je odrazil v 
številnih presnovnih prilagoditvah jeter, s katerimi smo pokazali pomembne razlike med spoloma. 
Opažene presnovne in transkripcijske spremembe motene presnove smo ovrednotili na tumorjih HCC 
Cyp51 KO miši in jih primerjali z literaturnimi podatki o HCC pri človeku. To je odprlo nova obzorja pri 
razumevanju od spola odvisnega razvoja hepatokarcinogeneze pri miših. Pri obeh spolih Cyp51 KO miši 
sta bili signalna pot PI3K/AKT in pot interakcije receptorja za ECM aktivirani preko različnih tarčnih genov, 
znižani so bili tudi pomembni presnovni procesi lipidov. Povišane vrednosti plazemskega holesterola in 
holesterola HDL, zavrta prepisovalna dejavnika FXRα ter LXRα:RXRα, in najpomembneje, medsebojni 
vpliv med zavrtim LXRα in aktivirano signalno potjo TGF-β skupaj pojasnjujejo večjo dovzetnost za 
hepatokarcinogenezo pri Cyp51 KO samicah. Prepisovalna dejavnika (SOX9)2 in PPAR smo prepoznali 
kot pomembni tarči pri hepatokarcinogenezi samic, medtem ko bi povišano izražanje Cd36, tarčnega gena 
prepisovalnega dejavnika RORC, lahko predstavljal regulator signalne poti interakcije receptorja za ECM 
v hepatokarcinogenezi samcev. Od holesterola odvisno presnovno reprogramiranje predstavlja nov vidik 
razumevanja poteka molekularnih poti hepatokarcinogeneze pri ženskah, kjer se prevalenca za HCC s 
starostjo poviša, vendar še vedno ostaja nižja kot pri moških. Pomen presnove holesterola smo pokazali 
tudi s primerjalno funkcionalno genomsko analizo. Poleg tega pa smo pri tumorskih vzorcih žensk s HCC 
pokazali tudi znižano izražanje gena CYP51, ki še ni bil prikazan kot pomemben regulator presnovno 




V drugem delu doktorske naloge smo opredelili nov mišji model Cyp51LC, ki, v primerjavi z Cyp51 KO 
modelom, omogoča še časovno uravnavanje izbitja gena Cyp51. S tem ponuja možnost, da opazujemo 
le primarne spremembe, ki jih izbitje genov povzroči v jetrih odraslih živali. Spremembe na ultrastrukturni 
ravni hepatocitov Cyp51LC so pokazale obsežne poškodbe celičnih organelov. Presenetljivo smo opazili 
v celicah številne kristale različnih oblik, ki so bili prisotni v večjih količinah v Kupferjevih celicah. Ker pri 
mišjem modelu Cyp51LC ni bilo prisotne fibroze, intenzivnost poškodb jetrnega tkiva pa je bila nižja, smo 
lahko izolirali primarne hepatocite. Pokazali smo, da so primarni hepatociti močno izpostavljeni 
endoplazemskemu stresu in imajo aktivirano razgradnjo lipidnih kapljic. V hepatocitih smo ugotovili 
povečane koncentracije lanosterola in dihidrolanosterola, kar je pomembno z vidika nadaljnjih analiz 
zgradbe opaženih kristalov in pojasnjevanja začetnih znanilcev hepatokarcinogeneze znotraj 
parenhimskih celic jeter. Primarni hepatociti Cyp51LC mišjega modela tako predstavljajo pomemben 
celični model za poglobljene mehanistične študije presnovno odvisnega HCC. Naša študija tudi poudarja 
nujnost obravnave po spolu zaradi s spolom povezanih molekularnih dejavnikov, ki prispevajo k nastanku 







Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second most common cause of cancer-related mortality worldwide. 
Despite the extensive multifactorial etiology of HCC, there is growing evidence that disrupted metabolic 
processes in the liver are the predominant cause of HCC, contributing also to the development of 
metabolic fatty liver disease (MAFLD), previously termed non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). 
Maintaining cholesterol balance is one of the most important factors of metabolism, but the role of 
cholesterol in hepatocarcinogenesis still remains unexplained. To deepen the understanding of the 
molecular mechanisms that regulate the metabolic-dependent development of HCC, it is still necessary 
to use animal models since it is impossible, due to ethical and other reasons, to answer all questions in 
humans. One important aspect is also following the disease progression during the aging that would 
require following human subjects for several decades. To address the changes in the long term liver 
pathology related to disballanced cholesterol synthesis we monitored a mouse model (Cyp51 KO) of aging 
mice (12, 18 and 24 months). The mice represent a targeted knock-out of the lanosterol 14α-demethylase 
(CYP51) gene from the late part of cholesterol synthesis. Aging Cyp51 KO mice developed liver tumours 
between 12 and 24 months of age with an incidence of 77.8 % in females and 50 % in males at 24 months. 
We described that liver tissue damage was more prominent in Cyp51 KO females, where a moderate to 
severe ductular reaction, accompanied by mild inflammation and severe fibrosis were observed at 12 
months of age, when the liver phenotype worsened until the age of 24 months. The influence of chronic 
metabolic disease caused by deletion of Cyp51 in hepatocytes was reflected in a number of mechanistic 
adjustments of the liver, which show a significant difference between sexes. All metabolic and 
transcriptional changes caused by disrupted cholesterol metabolism, which were evaluated in 
diagnostically confirmed HCC of Cyp51 KO mice and aligned with the latest human literature data, opened 
horizons for proposing a new sex-dependent mechanistic model for the hepatocarcinogenesis 
development in Cyp51 KO mice. In both sexes of Cyp51 KO mice, the PI3K/AKT signalling pathway and 
the ECM-receptor interaction pathway were activated by sex-specific altered genes and significant 
reduction of lipid-related metabolic processes was present. Elevated plasma cholesterol and cholesterol 
HDL, inhibited transcription factors FXRα and LXRα:RXRα, and most importantly, the crosstalk between 
inhibited LXRα and activated TGF-β signalling pathway explain the increased susceptibility to 
hepatocarcinogenesis in Cyp51 KO females. Additionally, transcription factors (SOX9)2 and PPARα were 
identified as important targets for female hepatocarcinogenesis, while the elevated expression of Cd36, 
a target gene of transcription factor RORC, could represent an important sex-dependent regulator of the 




Uncovered metabolic reprogramming of cholesterol-dependent pathways represents an important 
concept of understanding hepatocarcinogenesis in women, where the prevalence of HCC is higher but 
still lower in comparison to men. We used the comparative functional genomic analysis, as initial results 
indicated that cholesterol synthesis was reduced also in the evaluated publically available human HCC 
data sets, included in the analysis. While the inhibition of CYP51 expression has not yet been proven to 
be an important regulator of metabolically dependent hepatocarcinogenesis in women, our data indicate 
that the gene is under-expressed in some tumour samples from women with HCC.  
To dechipher, which cells of the liver are responsible for the pathological developments upon cholesterol 
disbalance, we developed another mouse model Cyp51LC. In comparison to the Cyp51 KO model, the 
Cyp51LC model allows not only the targeted gene deletion in hepatocytes, but also deletion in a time-
controlled manner. In our case the doxycycline responsive promotor has been introduced that allows 
excision of the Cyp51 transgene upon application of the doxycycline at a certain time point, for a certain 
time period. With such approach we avoid the phenotype changes caused by gene deletion during animal 
development. Consequently, we can observe only the response of the organ/organism to the change in 
the adult animal, while still monitoring early phases of the disease.  
After application of doxycycline to mice major changes in the ultrastructure of hepatocytes have been 
observed, indicating extensive damage of cell organelles and, surprisingly, numerous crystals of various 
shapes whose content is still under investigation. They were more abundant in Kupffer cells compared to 
hepatocytes and likely include large amount of cholesterol synthesis intermediates. The liver inflammation 
and ductular reaction were in Cyp51LC livers weaker compared to Cyp51 KO model and fibrosis in liver 
parenchyma was not observed. The absence of fibrosis in the Cyp51LC mouse model is a large benefit 
since it allows primary hepatocyte isolation due to les overall liver tissue damage. Primary hepatocytes 
with depleted cholesterol synthesis showed an increase in endoplasmic reticulum stress and strongly 
activated lipid droplet degradation. The elevated concentrations of sterol intermedates lanosterol and 
dehydrolanosterol were found in hepatocytes, this is why we propose that they form crystals. The primary 
hepatocyte data is important to compare with the obtained on whole liver, since we can now evaluate 
which changes belong to hepatocyte and which to other cell types of the liver. At the level of sterol 
intermediates, where other sterol intermediates were also detected, this will be helpful to unravel the 
composition of crystals found in different liver cell types with depleted cholesterol synthesis. The primary 
hepatocytes of the Cyp51LC mouse model thus represent an important cellular model for in-depth 





Novotvorba ali neoplazija (angl. neoplasia: neo – nov, plasia – rast) po definiciji Slovarja slovenskega 
knjižnega jezika pomeni skupek izrojenih celic kakega tkiva, navadno nastala zaradi vnetja ali poškodbe 
(1). Kljub temu da tumorogeneza v splošnem velja za genetsko bolezen, se vse več pozornosti posveča 
spremenjenim presnovnim potem v tumorjih, ki bi lahko bile v pomoč pri razumevanju kompleksnega 
mehanističnega poteka nastanka tumorjev ter boljši preventivi, diagnozi in zdravljenju pacientov, obolelih 
za rakom (2). Poleg presnovnih procesov sodeluje pri naraščajoči pojavnosti tumorjev z leti tudi proces 
staranja, tako pri ljudeh kot pri laboratorijskih živalih. Čeprav povezava med tumorogenezo in starostjo še 
ni jasna, do povišanega starostnega tveganja za razvoj tumorjev pride zaradi prepleta številnih 
dejavnikov, med katerimi so: kopičenje celic v tkivu, kjer so aktivirane pozne faze tumorogeneze, 
spremembe v homeostazi v organizmu, predvsem na ravni imunskega in endokrinega sistema, 
nestabilnost telomer kot posledica staranja, ki poveča tveganje za razvoj raka, ter drugi (3, 4). Po podatkih 
Nacionalnega instituta za raziskave raka (angl. National cancer institute – NCI) med več kot 120 tipi 
tumorjev rak na jetrih predstavlja enega pogostejših malignih patologij pri ljudeh. Pri tem pa sta njegov 
nastanek in napredovanje v veliki meri povezana z dejavnikoma imunskega sistema in presnovnih 
procesov, ki ju pod skupno besedo imenujemo tudi imunopresnova (5). 
1.1 Jetra 
Jetra predstavljajo drugi največji organ v človeškem telesu (6), katerega zgradba se anatomsko razlikuje 
med posameznimi sesalskimi vrstami (7). Prva delna hepatektomija pri podganah je bila opisana že leta 
1932, medtem ko so prvo hepatektomijo pri ljudeh izvedli šele 20 let pozneje. To časovno razliko lahko 
pojasnimo s tem, da imajo glodavci jetra razdeljena na režnjiče, ki jih je mogoče jasno ločiti zaradi 
razvejitve jetrne arterije in žolčevodov, medtem ko je za jetra pri ljudeh značilna nerežnjičasta 
struktura (7). 
Jetra v primerjavi z drugimi organi odlikuje poseben dvojni krvni dotok. Skupaj z arterijskim obtokom krvi 
v jetra preko prebavil prihaja še venska kri, ki je bogata s hranilnimi snovmi, kar pomembno vpliva na 
delovanje organa, kot tudi na uspešnost posegov pri transplantaciji jeter (7, 8). V primerjavi z razlikami v 
anatomski strukturi jeter je mikroskopska zgradba jeter podobna pri vseh sesalcih. Opišemo jo lahko z 
razdeljenostjo jeter v klasične lobuse (angl. lobule) šestkotnih oblik, ki imajo v robovih prisotna portalna 




1.1.1 Celična sestava jeter 
Kompleksno delovanje jeter nadzoruje najmanj 15 različnih celičnih vrst (slika 1) (10), ki se med sabo 
razlikujejo po embrionalnem poreklu ter funkcijah, ki jih opravljajo (11). 
 
Slika 1: Celična sestava jeter. Jetra sestavljajo številne celice, ki jih delimo na parenhimske (hepatocite in holangiocite) in 
ostale neparenhimske celice. Vsak rob jetrnega lobusa ima svoje portalno polje, ki ga sestavljajo portalna vena, hepatična 
arterija in žolčni vod. Preoblikovano po: (12). 
Parenhimske celice jeter delimo na hepatocite in holangiocite. Hepatociti so epitelijske celice jeter, ki 
obsegajo 60 do 80 odstotkov prostorninske teže jeter. V hepatocitih se vrši širok nabor procesov, med 
katere uvrščamo sintezo proteinov, proizvodnjo žolča in presnovo ogljikovih hidratov ter lipidov (13-15). 
Sposobnost opravljanja številnih, za življenje pomembnih funkcij teh celic, pojasni njihova kompleksna 
zgradba, saj petnajst odstotkov prostornine celice sestavljata gladki in zrnasti endoplazemski retikulum 
(EnR). Poleg tega vsebuje posamični hepatocit še okoli 30 lizosomov, 500 peroksisomov, približno 1000 
mitohondrijev, številne proste ribosome, Golgijev aparat (GA), sestavne dele citoskeleta ter citoplazemske 
lipide ter glikogen (10). K parenhimskim celicam prištevamo še epitelijske žolčne celice ali holangiocite, 
ki obdajajo žolčne kanale in so vključeni v proces izločanja žolča (15). 
V jetrih najdemo še neparenhimske celice jeter, kot so makrofagi Kupferjeve celice, zvezdaste celice 
(angl. stellate cells), sinusoidne endotelijske celice (Slika 1) ter predniške celice jeter (11). Predniške 
celice jeter, imenovane tudi ovalne celice pri glodavcih ali hepatoblasti pri ljudeh (10, 16), so ključne pri 
obnovi hepatocitov in holangiocitov (17), hkrati pa predstavljajo tudi enega od pomembnih dejavnikov za 
razvoj primarnih tumorjev jeter (14). Dodatno jetra bogati še prisotnost fibroblastov, živčnih celic, celic 
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Pomembno vlogo v sestavi jeter ima še ekstracelularni matriks (angl. extracellular matrix – ECM), ki ga 
sestavlja 5- do 10-odstotkov kolagena. Ostalih 90–95 odstotkov ECM odpade na metaloproteaze, 
fibronektin, vitronektin, glikoproteine, laminin, undulin, nidogen in proteoglikane (10). Spremenjene 
komponente ECM in njihove postranslacijske spremembe močno vplivajo na razvoj in napredovanje 
kroničnih bolezni jeter (18). 
1.1.2 Presnovni procesi v jetrih 
Jetra sodelujejo pri številnih fizioloških procesih, kot so uravnavanje krvnega pretoka, presnovni procesi, 
endokrini nadzor rastnih signalnih poti, podpora imunskemu sistemu ter razgradnja ksenobiotikov (7). 
Zaradi svoje osrednje vloge v presnovi in uravnavanju homeostaze lipidov, glukoze ter energije so 
pomembno vozlišče za delovanje tkiv, povezanih s presnovo, kot sta skeletno mišičevje in maščobno 
tkivo (19, 20). Motnje, ki nastanejo v presnovnih funkcijah, lahko povzročijo zmanjšano funkcionalnost 
organa in razvoj s presnovo povezanih bolezni, ki upodabljajo zgodnji dogodek nastanka fibroze ali ciroze 
in prispevajo k razvoju tumorjev na jetrih (11). 
Funkcionalno so jetra razdeljena na tri presnovna območja, glede na preskrbo jetrnih celic s kisikom in 
hranilnimi snovmi iz krvotoka (11, 21). Prvo presnovno območje je omejeno na hepatocite okoli portalnih 
polj. Tukaj potekajo procesi sinteze holesterola in sečnine, glukoneogeneza in β-oksidacija. V tretjem 
presnovnem območju, omejenim okoli centralne vene, so aktivni predvsem procesi presnove zdravil, 
sinteza glutamina in žolčnih kislin, glikoliza in lipogeneza. Območje med prvim in tretjim presnovnim 
območjem obsega vmesno ali drugo presnovno območje, ki je spremenljivo po svoji velikosti (21-23). 
Presnova in vzdrževanje ravnovesja holesterola sta nepogrešljiva za delovanje organizma. Holesterol je 
vse od leta 1789, ko so ga prvič izolirali iz žolčnih kamnov, predmet intenzivnih raziskav (24). Pomemben 
je za rast in preživetje celic pri sesalcih. Pokazali so, da pomanjkanje holesterola vodi v zastoj rasti celic 
v fazi G2/M. Proces je povraten ob ponovnem dodatku holesterola celicam (25). Molekula holesterola 
vpliva tudi na strukturo celičnih membran in je vhodna spojina za steroidne hormone ter žolčne kisline, ki 
opravljajo pomembno biološko vlogo v uravnavanju številnih procesov (26). Napake v ravnovesju 
holesterola so pomembne pri redkih monogenskih boleznih, kot sta družinska hiperholesterolemija in 
bolezen kopičenja lizosomalnega holesterola in sfingolipidov ali Tangierska bolezen, pri demenci in 
sladkorni bolezni (24). Holesterol je pomemben tudi v kancerogenezi, saj uravnava nastanek ter 
napredovanje rasti tumorjev s kovalentno spremembo proteinov in specifičnimi spremembami v njihovih 
membranskih mikrodomenah (26). Signalne poti glikoproteinov družine WNT so ključne pri celični 




homeostaze v tkivih. Holesterol lahko neposredno vpliva na uravnavanje delovanja celic z vezavo na PDZ 
domeno proteina DVL (DVL-PDZ) in tako aktivira kanonično signalno pot WNT (27). 
Ljudje in miši holesterol pridobijo v organizem s hrano in z endogeno sintezo holesterola, pri čemer sta 
oba procesa soodvisna ter kompleksno nadzorovana. Ocenjuje se, da ljudje z vnosom hrane dobimo do 
70 odstotkov holesterola, preostanek holesterola pa se nadomesti s sintezo. Pri miših se absorpcija 
holesterola razlikuje glede na linijo miši in znaša 30 mg/kg/dan zaužitega holesterola. V splošnem velja, 
da je sinteza holesterola pri miših intenzivnejša kot pri ljudeh in naj bi obsegala okoli 40 odstotkov vira 
potreb po holesterolu (28, 29). Pri zdravih ljudeh je dnevni povprečni priporočeni vnos holesterola < 300 
mg (30). Način absorpcije holesterola iz hrane v enterocite, je odvisen od oblike holesterola. Obe obliki 
holesterola, ki ga delimo na holesterol zaestren z maščobnimi kislinami ter prosti holesterol, se vključita 
v hilomikrone. Holesterol in trigliceridi, ki so v vodi netopni lipidi, se po krvi prenašajo v obliki lipoproteinov. 
Lipoproteini so kompleksne strukture, ki imajo v svoji sredici estre holesterola in trigliceride. Sredico 
obdaja plast prostega holesterola, fosfolipidov in apolipoproteinov. Eksogena pot lipoproteinov se v 
črevesju začne z vključevanjem lipidov, ki izvirajo iz prehrane v hilomikrone. V krvnem obtoku se 
trigliceridi, ki se prenašajo s hilomikroni, presnavljajo v mišičnem in maščobnem tkivu z lipoprotein lipazo, 
ki sprošča proste maščobne kisline. Te nato presnavljajo mišice ter maščobno tkivo in nastajajo ostanki 
hilomikronov. Ostanke hilomikronov nato prevzamejo jetra. Endogena pot lipoproteinov se začne v jetrih 
z nastankom VLDL. Trigliceridi, ki se prenašajo z VLDL, se v mišicah in maščobnem tkivu presnavljajo z 
lipoprotein lipazo, ki sprošča proste maščobne kisline in nastajajo IDL. IDL se nadalje presnavljajo v LDL 
in se preko receptorja za LDL prevzamejo v številnih tkivih, vključno z jetri, ki so prevladujoče mesto 
vnosa. Povratni prenos holesterola se začne s tvorbo nastajajočega HDL v jetrih in črevesju. Ti majhni 
delci HDL lahko nato pridobijo holesterol in fosfolipide, ki se odvajajo iz celic, pri čemer proces, ki ga 
posreduje ABCA1, povzroči nastanek zrelega HDL. Zreli HDL lahko pridobi dodatni holesterol iz celic z 
ABCG1, čistilnim receptorjem B1 (angl. Scavenger receptor class B type 1 – SR-B1) ali pasivno difuzijo. 
Nato HDL prenaša holesterol v jetra bodisi neposredno z interakcijo s SR-B1, ali posredno s prenosom 
holesterola v VLDL ali LDL, kar olajša CETP. Odtok holesterola iz makrofagov v HDL igra pomembno 
vlogo pri zaščiti pred razvojem ateroskleroze (31-33). 
Večina sesalskih celic lahko sintetizira holesterol v jetrih, prebavnem traktu, kostnem mozgu, koži in 
prečno progastih mišicah. Sinteza holesterola obsega več kot 20 encimskih reakcij, in sicer jo delimo na 
dva dela: začetno predskvalensko in pozno poskvalensko fazo (slika 2). Sintezna pot se prične s spojitvijo 
treh molekul acetil-CoA v 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Temu sledi glavna hitrost omejujoča 
reakcija pretvorbe HMG-CoA v mevalonat z encimom HMG-CoA reduktazo, ki je glavna tarča zdravljena 




nato presnavlja do farnezil pirofosfata (farnezil PP). Ena od vej razvejitev izoprenoidov farnezil PP je 
tvorba skvalena, prve vmesne spojine v sintezni poti, ki je namenjena za tvorbo molekule holesterola (34, 
35). 
Temu sledi pozni del sinteze holesterola, kjer encima skvalen epoksidaza in lanosterol sintaza pretvorita 
skvalen v lanosterol (slika 2), prvo vmesno spojino v sintezi holesterola s steroidnim obročem. Po 
lanosterolu se sinteza razdeli na dve vzporedno potekajoči poti. Blochova pot se prične s pretvorbo 
lanosterola v mejozo aktivirajoči sterol, izoliran iz folikularne tekočine (FF-MAS) z encimom lanosterol 
14α-demetilaza (CYP51) in zaključi pretvorbo desmosterola v holesterol z encimom 24-dehidroholesterol 
reduktazo (DHCR24). Druga, vzporedno potekajoča Kandutsch-Russell pot, se od Blochove poti loči po 
delovanju encima DHCR24 že na lanosterol, kar ima za posledico nasičene stranske verige vseh vmesnih 
spojin med 24,25-dihidrolanosterolom in 7-dehidroholesterolom (34, 35). V tkivih poti med sabo nista 
ločeni, temveč tvorita hibridno pot (36). 
 
Slika 2: Shematski prikaz začetnega predlanosterolnega in poznega polanosterolnega dela z vmesnimi spojinami biosinteze 
holesterola. 
Sinteza holesterola je vzdrževalna pot v organizmu in nepravilnosti, nastale v poznem delu sinteze, lahko 
privedejo do kopičenja vmesnih spojin, kar se kaže v hudih deformacijah pri ljudeh. Na primer, kopičenje 
latosterola povzroči latosterolozo, kopičenje dezmosterola vodi v desmosterolozo, prekomerne vrednosti 




syndrome), kopičenje lanosterola vodi v nastanek Smith-Lemli-Opitzev sindroma in prekomerne vrednosti 
24,25-dihidrolanosterola povzročijo Antley-Bixlerjev sindrom (34, 37). Še več, nedavne raziskave so 
pokazale, da sterolni intermediati, poleg tega da so vmesne spojine, potrebne za nastanek holesterola, v 
organizmu igrajo pomembno vlogo, saj imajo tudi druge fiziološke funkcije, kot so vloga v spermatogenezi, 
aktivaciji jedrnih receptorjev in ponovna mielinizacija oligodendrocitov (34, 37). 
Uravnavanje homeostaze holesterola v telesu poteka v jetrih s prepisovalnimi dejavniki vezavnega 
proteina elementa uravnavanja sterolov 2 (SREBP2), jetrnega receptorja X (LXR) in jedrnega dejavnika 
eritroid 2 vezanega faktorja 1 (angl. nuclear factor erythroid 2 related factor-1 – NRF1) (26). Kako se bo 
holesterol porabil je odvisno od vrste tkiva. V splošnem se nameni za tvorbo novih celičnih membran, 
lahko se vgradi v lipoproteine oz. se shrani v obliki estrov, je izhodiščna molekula za nastanek 
oksisterolov, žolčnih kislin in steroidnih hormonov. Presnovo holesterola katalizirajo encimi CYP, njegovi 
presežki pa se sprostijo v obliki žolčnih kislin ali prostega holesterola v žolč (26, 38). 
1.1.3 Vloga spolnih hormonov v presnovi jeter 
Spolne hormone uvrščamo med steroidne hormone, kamor spadajo še kortikosteroidi (glukokortikoidi, 
mineralokortikoidi), vitamin D in progestageni. V glavnem se sintetizirajo v spolnih žlezah (modih in 
jajčnikih), skorji nadledvične žleze, maščobnem tkivu in placenti (39, 40). Kadar gre za endokrino 
delovanje, se vpliv uravnavanja rasti, diferenciacije in ostalih funkcij, ne odraža le v steroidogenih tkivih, 
temveč tudi v perifernih organih, kot so jetra. Jetra vplivajo na uravnavanje homeostaze spolnih 
hormonov, saj holesterol predstavlja izhodiščni vir za njihovo sintezo (40). Pri obeh spolih poteka sinteza 
tvorbe ženskega spolnega hormona estradiola (E2) iz moškega spolnega hormona testosterona z 
encimom CYP19A1 (aromatazo) (41, 42). V z virusi povezanem hepatocelularnemu karcinomu (angl. 
hepatocellular carcinoma – HCC) so ugotovili, da lahko hepatociti, fibroblasti ali druge celice jeter izločajo 
dejavnike IL-1, IL-6, TNFα in onkostatin M, ki stimulirajo aromatazo in delujejo avtokrino ali parakrino na 
promotor CYP19A1 P1.4 (43). 
Estrogeni delujejo na receptorje za estrogene (ER), ki vključujejo jedrni izoobliki ERα in ERβ ter 
membranski z G proteini povezani receptor za estrogene (GPER). Tako jedrni kot membranski receptorji 
ER so izraženi v hepatocitih pri miših in ljudeh obeh spolov, vendar v manjši meri kot v spolnih organih. 
Izražanje ERα v jetrih, ki je med spoloma podobno, ostane stabilno pri ženskah tudi med staranjem. Do 
sprememb v izražanju receptorjev lahko pride med puberteto ali pri terapiji nadomeščanja hormonov (44). 
Ko se E2 veže na ER, se kompleks receptorja in liganda premesti v jedro, kjer se lahko receptorji vežejo 
na specifične genomske sekvence in povzročijo prepis ali utišanje genov. Elementi, odzivni za estrogene 




Genske analize jeter kažejo, da je pri ljudeh v več kot 1000 genih izražanje različno med spoloma, pri 
čemer je več kot 40 genov vključenih v presnovo lipidov, povezano s spolom (40, 45, 46). Pokazali so 
spremenjeno izražanje genov, ki so povezani z večjim tveganjem razvoja presnovnih bolezni jeter in jih 
lahko uravnavajo estrogeni: LDLR (47, 48), APOA5 (49, 50), ABCA1 predvsem pri ženskah in LIPC pri 
moških (46). Aplikacija estrogenov je pri mišjem modelu sladkorne bolezni v jetrih in maščobnem tkivu 
povzročila znižano izražanje gena Lpin1, ki je povezan z lipodistrofijo in debelostjo (51). Genomska študija 
Villa A in sod. pojasnjuje, da nihanja estrogenov, ki se pojavijo v estrusnem ciklu, vplivajo na izražanje 
genov v jetrih. Na primer, znižano izražanje gena Igf1 je povezano s kopičenjem maščobe (52). Vpliv 
estrogenov na homeostazo glukoze se kaže v povišanju sinteze inzulina, zato se predvideva, da lahko 
estrogeni posredno vplivajo na povišano izražanje GLUT2 v jetrih, vendar mehanizem še ni pojasnjen 
(44). Čeprav estrogeni ne povišajo sinteze holesterola v celicah jeter in vitro, je pri kastriranih samcih 
podgan in vivo aplikacija dihidrotestosterona (DHT), ne pa tudi E2, povzročila povečano fosforilacijo 
HMGCR, ki vodi v znižanje sinteze holesterola v jetrih (53). 
Androgeni, med katere uvrščamo tudi testosteron in dihidrotestosteron (DHT), se vežejo na receptor za 
androgene (AR). V celicah se testosteron lahko pretvori v bolj aktivni androgen DHT z 5α-reduktazo ali v 
E2 z aromatazo (44). Ugotovili so, da stradanje v jetrih pod vplivom prepisovalnega koaktivatorja (PGC)1α 
sproži izražanje CYP11A1 in CYP17A1, ki katalizirata pretvorbo holesterola v pregnenolon in nato v 
dehidroepiandrosteron (DHEA). Za uravnavanje genov s (PGC)1α sta potrebna še aktivirana ERα in 
HNF4α (54, 55). Prav tako kot ER je v jetrih pri ljudeh in miših izražen tudi AR, katerega izražanje je 
odvisno od spola (56) in starosti. Pri podganah je izražanje AR med 22 in 24 mesecem starosti skoraj 
nezaznavno (57). Androgeni in signalna pot androgenov lahko zavrejo razvoj steatoze in ciroze jeter (58). 
Miši z izbitim genom za 5α-reduktazo na dieti bogati z maščobami, so imele povišano izražanje genov, ki 
so vključeni v kopičenje lipidov, ter znižano izražanje genov, ki sodelujejo pri oksidaciji maščobnih kislin. 
To potrjuje, da so aktivni androgeni pomembni za preventivo nastanka steatoze v jetrih (59). Znižano 
izražanje PPARα predstavlja možen mehanizem za razvoj steatoze ter inzulinske in leptinske rezistence, 
ki so jo opazili pri miših z izbitim AR v jetrih (60). Vloga androgenov pri ženskah, ki imajo v primerjavi z 
moškimi nižje bazalne vrednosti androgenov, še ni pojasnjena. Hiperandrogenizem pri ženskah lahko 
povzroči nastanek sindroma policističnih jajčnikov in predstavlja višje tveganje za razvoj NAFLD. To ni 
bilo povezano z inzulinsko rezistenco ali debelostjo, temveč s hepatotoksičnimi poškodbami jeter (61). 
Pokazali so, da aplikacija DHT pri orhidektemičnih miših v jetrih povzroči znižanje encima 7α-hidroksilaza, 
ki je ključen pri tvorbi žolča in presnovi holesterola, ter znižano izražanje ERA, medtem ko je izražanje 




1.1.4 Obnova jeter 
Ena izmed edinstvenih posebnosti jeter je njihova sposobnost samoobnove. Jetra so edini organ v 
organizmu, ki lahko poškodovano tkivo v trostopenjskem procesu (pripravljalna faza, faza napredovanja 
in zaključna faza) popolnoma samoobnovijo (63, 64). Samoobnova jeter večinoma poteka v hepatocitih, 
katerih proliferacija med samoobnovo je strogo nadzorovana s številnimi zunaj- in znotrajceličnimi signali. 
Literaturni podatki kažejo, da se znotrajcelične signalne poti (STAT3 in NF-kB) v hepatocitih aktivirajo že 
po eni minuti po delni hepatektomiji pri miših. Pri tem pride do povišanja aktivnosti urokinaznega 
aktivatorja plazminogena (angl. urokinase-type plasminogen activator – uPA), pretvorbe plazminogena v 
plazmin ter aktivacije metaloproteaz. Obnovitveni proces jeter se nadaljuje s preoblikovanjem in 
razgradnjo sestavnih delov ECM ter proliferacijo in rastjo hepatocitov, pri čemer sodelujejo aktivirani rastni 
faktor hepatocitov (angl. hepatocyte growth factor – HGF), interlevkin 6 (IL-6), žolčne kisline, noradrenalin, 
dejavnik tumorske nekroze (ang. tumor necrosis factor – TNF), leptin (LEP) in serotonin (65). Proces 
popolne obnove po 2/3 delne hepatektomije poteka nekaj tednov (66). Ugotovili so, da hipoglikemija, ki 
aktivira izražanje C/EBPα, p21 in p27 ter zniža izražanje FoxM1, pri miših upočasni procese obnove jeter 
(67). Prav tako do zmanjšane ali nepravilne obnove jeter privedejo nekateri patološki procesi, kot so 
sladkorna bolezen, holestaza, nealkoholni steatohepatitis (angl. nonalcoholic steatohepatitis – NASH) in 
staranje (63). Večina kroničnih bolezni jeter je povezana z izgubo normalnih hepatocitov in različnimi 
oblikami celične smrti. Procesi nadalje izzovejo nastanek vnetja v jetrih, ki pa je povezano z aktivacijo 
reaktivnih kisikovih radikalov (ROS), peroksidacijo lipidov in drugimi genotoksičnimi poškodbami, ki 
vplivajo na pomnoževanje ter neravnovesje v heterozigotnosti diploidnih hepatocitov in poškodbo tkiva. 
To povzroči večjo verjetnost kopičenja poškodb v genomu hepatocitov, ki vplivajo na razvoj jetrnih 
tumorjev (65). 
1.2 S presnovo povezane bolezni jeter 
Raziskave kažejo, da so bolezni jeter, ki jih povzročijo presnovne motnje, v zadnjih desetletjih v porastu 
(68-70). Presnovne motnje povzročijo nastanek t. i. s presnovo povezane maščobne bolezni jeter (angl. 
metabolic associate fatty liver disease – MAFLD), ki so bile še do nedavnega imenovane nealkoholne 
maščobne bolezni jeter (angl. nonalcoholic fatty liver disease –- NAFLD) (69, 71) in lahko napredujejo 
vse do razvoja HCC (72) (slika 3). NAFLD predstavlja krovni izraz za različna patološka stanja v jetrih, ki 
se razlikujejo po stopnji poškodbe jetrnega tkiva ter se kronično odražajo v razvoju fibroze. Mednje 
uvrščamo enostavno zamaščena jetra ali steatozo, ki jo imenujemo MAFLD/NAFLD, medtem ko resnejše 




NASH, ki ga natančno lahko diagnosticiramo le z biopsijo jeter. Običajno NASH spremlja fibroza, ki lahko 
napreduje do ciroze in nato do razvoja HCC (73). 
 
Slika 3: Potek razvoja s presnovo povezanih bolezni jeter. Presnovne motnje povzročijo nastanek presnovnega sindroma, ki 
se v 15 do 30 odstotkih primerov pri ljudeh lahko razvije v MAFLD/NAFLD in napreduje v NASH. Histološko opazimo razvoj 
vnetja, ne vedno prisotne steatoze ter kasneje še prisotnost fibroze. Gre za povraten patološki proces, ki se ob upoštevanju 
različnih preventivnih dejavnikov lahko pozdravi. Nasprotno pa lahko pri 15 do 25 odstotkih pacientov proces napreduje v 
razvoj ciroze, pri čemer okoli 50 odstotkov pacientov s cirozo jeter potrebuje transplantacijo jeter. V sedmih letih od pojava 
ciroze na jetrih je pričakovati razvoj HCC. 
Pri ljudeh NAFLD klinično poteka zelo heterogeno, kar potrjujejo opažanja, da pacienti z NAFLD različno 
razvijejo steatozo, fibrozo ali cirozo (73). Fibroza pomeni prekomerno kopičenje vezivnega tkiva v jetrih 
in vodi v tkivno reorganizacijo s poslabšanjem delovanja jeter. Zanimivo je, da se kljub različnim vzrokom 
in mehanizmom, ki sodelujejo pri nastanku fibroze, kaže od etiologije neodvisen in enoten transkripcijski 
program, z znižano aktivnostjo lipidnih poti, vključujoč presnovo maščobnih in žolčnih kislin ter steroidnih 
hormonov, in z aktiviranimi potmi vnetja in potmi, povezanimi z rakom pri miših in ljudeh z NAFLD in 
NASH (74). Klinična testiranja zdravil, ki ciljajo histološke značilnosti NAFLD, so pri teh pacientih pokazala 
precej raznolike rezultate zdravljenja. Zmanjšanje steatoze ni imelo vpliva na druge histološke parametre 
pri pacientih z NAFLD (75). Prav tako niso vedno zaznali poslabšanja steatoze z razvojem jetrne fibroze 
(76). Te ugotovitve usmerjajo na obstoj različnih podtipov NAFLD in podpirajo nujnost nadaljnjih raziskav 
v smeri podkategorizacije bolnikov z NASH med kliničnimi testiranji (76, 77). Pri tem je nujno upoštevati 
še dejavnike, kot so starost, spol, zdravila, telesna teža ter uživanje alkohola (78). NAFLD prizadene 30 
odstotkov populacije Zahodne Evrope in do danes zanje še ni odobrene ustrezne terapije (79). 
Med dejavnike tveganja za nastanek presnovnega sindroma (ang. metabolic syndrome – MetS) uvrščamo 
debelost, dislipidemijo, sladkorno bolezen in arterijsko hipertenzijo (slika 2). Ugotovitve Ren H. in sod. 
kažejo, da prisotnost MetS poviša tveganje za razvoj z jetri povezane smrtnosti pri ljudeh za 1,56- do 




citokinov, v povezavi z reprogramiranjem presnovnih procesov, potrjujejo medsebojni vpliv teh dejavnikov 
pri razvoju s presnovo povezanimi bolezni jeter in raka na jetrih. Na primer, kopičenje prostih maščobnih 
kislin in njihovih presnovkov v jetrih je povezano z nastankom hiperinzulinemije in inzulinske rezistence, 
ki vodita v nastanek steatoze v jetrih (80). Poleg maščobnih kislin predstavlja spremenjena presnova 
sfingolipidov, ketonov, žolčnih kislin, linolenske kisline in razvejanih aminokislin, pri različnih gensko 
spremenjenih mišjih modelih fibroze, pomembne serumske označevalce, s katerimi lahko napovemo 
napredovanje NAFLD/NASH (74). Reprogramiranje presnovnih procesov ali Warburgov efekt je izrazit pri 
rakavih celicah, saj te za svoj obstoj potrebujejo veliko več energije od normalnih celic. To se odraža v 
prilagoditvi njihove presnove s povečano energetsko oskrbo v obliki molekul ATP, ki jo pridobijo s 
pretvorbo presnovkov, kot so glukoza, laktat, piruvat, glutamin ali maščobne kisline (81). 
Pri napredovanju NAFLD do HCC imajo ključno vlogo prepisovalni dejavniki, ki uravnavajo biološke 
procese presnove in stresnega odgovora. Ugotovili so številne spremembe v aktivnosti prepisovalnih 
dejavnikov, tako pri miših kot pri ljudeh z NAFLD. PPARα/γ, ki sodelujeta pri uravnavanju presnove lipidov, 
maščobnih kislin, vnetju ter fibrozi, sta bila aktivirana pri miših in ljudeh z NAFLD. V uravnavanju lipidnih 
procesov pri NAFLD so pri ljudeh potrdili aktivirani LXR in znižani FXR. HNF4α je bil kot osrednji dejavnik 
presnove pri pacientih z NAFLD zavrt. AP1 in cJUN, ki sta vključena pri uravnavanju procesov vnetja in 
fibroze, sta bila pri ljudeh in miših s presnovnimi boleznimi jeter aktivirana. SMAD in TGF-β, ki sodelujeta 
pri uravnavanju fibroze, so dokazali kot aktivna v jetrih NAFLD pri ljudeh in pri miših (78). 
1.2.1 Hepatocelularni karcinom 
Med najpogostejša primarna tumorja jeter uvrščamo HCC in intrahepatični holangiokarcinom (82). 
Pojavnost primarnih tumorjev na jetrih se po svetu veča, tudi v Sloveniji, kjer je pri moških 9,3 in pri 
ženskah 4,6 na 100.000 prebivalcev letno (83). HCC, ki zajema kar 90 odstotkov vseh primarnih tumorjev 
na jetrih, je tudi drugi najpogostejši z rakom povezan vzrok smrti pri ljudeh (82, 84, 85). Možnosti 
zdravljenja HCC v zgodnji fazi vključujejo: kirurško resekcijo, presaditev jeter, transarterijsko 
kemoembolizacijo, radiofrekvenčno/mikrovalovno ablacijo in redko sistemsko kemoterapijo (86, 87). 
Pogosteje HCC diagnosticirajo v napredovalih stadijih, ko je možna le paliativna terapija, saj je povprečje 
preživetja teh pacientov le 6 do 12 mesecev po postavljeni diagnozi (86). 
Etiološki dejavniki, ki so povezani z večjim tveganjem za razvoj HCC, so okužba z virusnim hepatitisom 
B in C (HBV/HVC), aflatoksini, alkoholizem, NAFLD, NASH, ciroza, debelost, sladkorna bolezen, dedna 
hemokromatoza, bolezen skladiščenja glikogena tipa 1, tirozinemija, kajenje in kontracepcija (88, 89). V 
več kot 80 odstotkih primerov se HCC razvije s cirozo povezanima etiološkima dejavnikoma virusnega 




povišanja primerov z NAFLD povezanim HCC, predvsem v državah z visokim socialno-demografskim 
indeksom, kot so Nizozemska, Združeno kraljestvo Velike Britanije in Severne Irske in ZDA (84, 85). 
Genetske in epidemiološke študije kažejo na močan vpliv genetskih dejavnikov na tveganje pri 
napredovanju s presnovo povezanega HCC. Znane so tri genske različice, ki imajo vlogo v razvoju NAFLD 
povezanega HCC: genska različica rs738409 (NM_025225.3(PNPLA3):c.444C>G) v patatinu podobni 
fosfolipazni domeni proteina 3 (angl. patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 – PNPLA3), 
rs58542926 (NM_001001524.3:c.499G>A) genska različica transmembranskega člana 6 naddružine 2 
(angl. transmembrane 6 superfamily member 2 – TM6SF2) in genska različica rs641738 
(NC_000019.9:g.54676763C>T) z membrano povezanim genom, ki vsebuje O-aciltransferazno domeno 
7 (angl. membrane-bound Oacyltransferase domain-containing 7 – MBOAT7) (85). V splošnem so do 
sedaj potrjene tudi najpogostejše genske različice tumorja HCC v TERT promotorjih genov TP53, 
CTNNB1, AXIN1, ARID1A, CDKN2A in CCND1 ter genske različice v PTEN (90, 91). 
Hepatokarcinogeneza, ki se razvije v hepatocitih, je zapleten večstopenjski proces, pri katerem pride do 
motenj v aktivaciji različnih celičnih in molekularnih poti ob vplivu okoljskih dejavnikov, zaradi česar se 
poruši ravnovesje med aktiviranimi in zavrtimi geni, ki spodbudijo ali zavirajo razvoj tumorjev. 
Hepatokarcinogeneza predstavlja tudi predmet najbolj intenzivnih raziskav z vnetjem povezane 
karcinogeneze, saj se več kot 90 odstotkov HCC razvije zaradi poškodb hepatocitov in vnetja v jetrih (86). 
V predrakavi stopnji jeter vnetne celice izločajo različne citokine, kemokine, rastne faktorje, 
prostaglandine in angiogenezo spodbujajoče dejavnike, ki povzročijo kopičenje širokega nabora genskih 
različic v hepatocitih in jim omogočijo maligno transformacijo. Transformirani maligni hepatociti lahko 
preživijo v primeru, da se v celicah aktivirajo apoptozo zavirajoče poti in zavre imunski odgovor. Med 
spremenjenimi molekularnimi procesi, ki sodelujejo v razvoju HCC, so aktivirajoči (IL-6, TNF-α) in 
zavirajoči citokini (dejavnika tumorske rasti α in β (angl. transforming growth factors – TGF)) ter širok 
spekter prepisovalnih dejavnikov, ki uravnavajo številne signalne poti (86). Najpogosteje spremenjene 
signalne poti hepatokarcinogeneze vključujejo tudi signalne poti PI3K/AKT/mTOR (92), WNT/β-katenin 
(88, 93), RAS/RAF/MAPK (92, 94), Hedgehog (92, 95) in druge. 
Družina TGF-β sestavlja tri citokinske oblike (TGF-β1, TGF-β2 in TGF-β3), ki imajo pri razvoju HCC 
dvojno vlogo. V začetnih fazah delujejo kot zaviralci tumorskega razvoja, medtem ko v napredovalnih 
stadijih spodbujajo razvoj tumorjev. Povzeto na kratko, ligand TGF-β se veže na serin/treonin kinazni 
receptor za TGFβ (TGFβR2), kar povzroči fosforilacijo dimernega receptorja tipa 1 (TGFβR1). Nadalje 
tetramerni kompleks povzroči fosforilacijo in aktivacijo proteinov SMAD2, 3 in 4. Aktivnost TGF-β1 je 
močno odvisna od interakcije med različnimi celicami in citokini ter lahko deluje tudi avtokrino ali parakrino. 




ki se sproščajo iz različnih jetrnih celic, sodeluje pri vnetju, apoptozi, celični proliferaciji, angiogenezi, 
fibrozi oz. preoblikovanju tkiva in napredovanju HCC (96, 97). Prav tako TGF-β velja za pomembnega 
stimulatorja epitelijsko-mezenhimalnega prehoda (angl. epithelial-mesenchymal transition – EMT) pri 
napredovanju HCC, ki spodbudi tumorsko metastaziranje po jetrih in organizmu ter poviša stopnjo 
smrtnosti pacientov s HCC (98). V človeških celicah HCC so pokazali, da zdravljenje z inhibitorjem TGF-β 
LY2109761 ustavi migracijo in invazijo celic s povišanim izražanjem E-kadherina, zavre proces 
angiogeneze, zmanjša rast tumorjev in metastaziranje HCC z zavrtjem proliferacije rakavo spremenjenih 
fibroblastov (99). 
Uravnavanje proliferacije, invazije in metastaziranja HCC je med drugimi nadzorovano s signalno potjo 
PI3K/AKT/mTOR, ki jo aktivirajo rastni faktorji in citokini, zavrejo pa tumorski zaviralec PTEN, SHIP1 in 
majhne zavirajoče molekule PIT (100). PI3K je član družine znotrajceličnih kinaz lipidov, ki katalizira 
nastanek fosfatidilinozitol-3,4,5‐trisfosfata (PIP3) iz fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata (PIP2). PIP3 aktivira 
AKT, ki lahko fosforilira več citoplazemskih proteinov in uravnava različne ključne celične aktivnosti. Ena 
od najpomembnejših nižje ležečih tarč AKT je poddružina rapamicinskih proteinov pri sesalcih (mTOR) 
(94, 100). Chen J. in sod. so ugotovili, da je aktivirana signalna pot PI3K/AKT/mTOR v korelaciji s 
povišanim izražanjem metaloproteaze 9 (MMP9), ki sodeluje pri razgradnji ECM in bazalnih membranah 
celic, vključena tudi v invazijo in metastaziranje HCC (101). Vse več podatkov v literaturi kaže, da napačno 
aktivirana pot PI3K/AKT v hepatocitih predstavlja pomemben molekularni dogodek, povezan s 
presnovnimi motnjami kot so debelost, presnovni sindrom in NAFLD. Z NAFLD povezane raziskave 
potrjujejo, da ima PTEN pomembno vlogo v nastanku hepatične inzulinske rezistence, razvoju steatoze 
in steatohepatitisa, ki vodi do razvoja fibroze (102). Genske različice PTEN ali njegovo znižano izražanje 
so bili opaženi pri skoraj polovici HCC (100). 
Približno deset odstotkov vseh človeških genov lahko kodira proteine, ki vsebujejo DNA vezavne domene. 
Večina teh proteinov lahko deluje kot prepisovalni dejavniki ali kot kofaktorji. V tumorskih celicah, 
aktivacija ali motnje v izražanju teh dejavnikov predstavljajo ključen korak za spremembe v številnih 
signalnih poteh, ki vplivajo na tumorsko proliferacijo, apoptozo, diferenciacijo, migracijo ali staranje (103). 
Med prepisovalne dejavnike in njihove kofaktorje, ki veljajo za ključna stičišča v maligni transformaciji 
celic med razvojem HCC, sodijo NF-kB, cMYC, AP1 (104), skupina dejavnikov SMAD (105), β-katenin, 
p53, HIF1α, AP1, bMYC in drugi (103). Med zanimive prepisovalne dejavnike HCC uvrščamo tudi SOX9, 
saj je eden od najbolj raziskovanih prepisovalnih dejavnikov družine SRY. Njegovo povišano izražanje je 





Dolgo časa je veljalo, da tumorsko mikrookolje, ki je definirano kot kompleks tumorskih celic, obdanih s 
celicami strome, ki vključujejo fibroblaste, endotelijske celice, pericite, imunske celice, proteine ECM, 
kemokine, citokine in encime, ki jih izločajo rakave in nerakave celice, ni pomemben dejavnik pri razvoju 
HCC (107). Novejše raziskave kažejo nasprotno. Razvoj HCC je močno povezan z razvojem fibroze in 
ciroze na jetrih, saj se kar 80–90 % HCC razvije iz fibroze (108, 109) in 1 od 3 pacientov s fibrozo razvije 
HCC (110). Prav tako lahko celice, ki sestavljajo mikrookolje, s svojim parakrinim delovanjem vplivajo na 
delovanje epitelijskih tumorskih celic. Ugotovili so, da z rakom povezani fibroblasti (angl. cancer-
associated fibroblasts – CAFs), lahko izločajo HGF in IL-6. To privede do fosforilacije STAT3 in aktivacije 
procesov samoobnove, odpornosti na kemoterapijo, metastaziranja matičnih celic CD24+ pri NOD/SCID 
miših z HCC (111). Poleg tega lahko CAFs parakrino izločajo različne rastne faktorje in citokine, ki 
spodbudijo razvoj EMT. Erdogan B. in Webb D. J. opisujeta, da TGF-β lahko spodbudi EMT v različnih 
celičnih linijah raka dojk. To so potrditi s povišanim izražanjem različnih mezenhimalnih markerjev, kot so 
vimentin, fibronektin, MMP-2 in -9 in drugimi parametri (112). Mikrookolje, kjer hepatokarcinogeneza 
poteka, torej pomembno sodeluje v razvoju tumorjev na jetrih. 
1.2.2 Pomen spolnega dimorfizma pri s presnovo povezani 
hepatokarcinogenezi 
Poleg vseh svojih posebnosti so jetra izrazit spolno odvisni presnovni organ, kar se odraža v razvoju 
številnih od spola odvisnih patologij. Spol v tovrstnih raziskavah žal še vedno pogosto ostaja spregledan 
dejavnik, saj je razumevanje vpliva tega dejavnika pri pojavnosti bolezni, kot tudi na učinke zdravljenja, ki 
se med ženskami in moškimi razlikujejo, posebej zahtevno (113-115). Pogosteje za benignimi lezijami 
jeter zbolijo ženske, medtem ko pri moških opažamo več malignih tumorjev jeter (116). Vemo, da se HCC 
3- do 4-krat pogosteje pojavlja pri moških kot pri ženskah (115, 117). 
Spolne razlike običajno povzroči kombinacija različnih dejavnikov, med katere uvrščamo spolne hormone, 
rastni hormon, vpliv spolnih kromosomov in interakcije med temi dejavniki (118). Primer spolnega 
dimorfizma lahko razložimo že na razlikah v mitohondrijih med spoloma. Pri ženskah je ugotovljenih več 
različnih diferenciranih mitohondrijev, katerih aktivnost je višja v primerjavi z mitohondriji pri moških. 
Takšen mitohondrijski dimorfizem je zelo pomemben pri zdravljenju bolezni z zdravili, ki ciljajo 
mitohondrije in presnovne bolezni, povezane z nepravilnim delovanjem mitohondrijev (119). 
Med najbolj izpostavljenimi dejavniki s spolom povezane hepatokarcinogeneze sodijo spolni hormoni 
(120). Medtem ko razvoj raka na dojkah uravnajo estrogeni, rak prostate pa androgeni, je nastanek, 




o spolno nespecifični ravni hormonov v obtoku, torej da androgeni ne vplivajo samo na potek razvoja HCC 
pri moških in estrogeni ne delujejo samo pri ženskah, predstavlja izziv pri razumevanju mehanizmov 
poteka hepatokarcinogeneze. Pri tem je potrebno upoštevati tudi interakcijo spola in starosti, saj prihaja 
v različnih starostnih obdobjih do različnih ravni izražanja hormonov pri posameznem spolu. Pomen teh 
razlik v posamičnih reproduktivnih obdobjih, kot so menstrualni cikel, nosečnost, menopavza ali 
pomenopavza, je ključen v patogenezi bolezni jeter pri ženskah (114), saj se po menopavzi pri njih 
pojavnost HCC poviša (122-124), čeprav ta ostaja še vedno nižja kot pri moških. Pogosteje so pri ženskah 
opazili tudi napredovanje NASH v HCC. Najbolj izstopajoči vzrok razlike v pojavnosti tumorjev med 
spoloma pripisujemo padcu koncentracije estrogenov pri starejših ženskah, ki zavrejo aktivnost z 
IL-6/STAT uravnanih vnetnih procesov, odgovornih za poškodbe hepatocitov in procese proliferacije celic 
(122). V splošnem velja, da androgeni povzročijo razvoj HCC, medtem ko imajo estrogeni varovalno vlogo 
(121, 125). Pri podganah so pokazali, da lahko medsebojno delovanje TCDD in estrogenov spodbudi 
nastanek HCC (126). Prav tako nekaj študij nakazuje, da oralna kontracepcija, ki je vsebovala višje 
koncentracije sintetičnih estrogenov in/ali progestina, lahko povzroči višjo pojavnost predrakavih stopenj 
HCC, kot so fokalna nodularna hiperplazija jeter, jetrni hemangiom in hepatocelularni adenom (127-129). 
Pri ženskah v rodni dobi se E2 tvori večinoma v jajčnikih in je koncentracija hormona E2 približno petkrat 
višja pri ženskah v primerjavi z moškimi. Po menopavzi tvorba E2 iz testosterona in estrona iz 
andostendiona poteka v perifernih tkivih, kot so maščobno tkivo, nadledvična žleza, endotelij žil, kosti in 
gladka mišičnina, in je koncentracija estrogenov med spoloma primerljiva (44), celo nižja pri ženskah 
(130). K nastanku z NAFLD povezanega HCC pripomorejo deregulirani presnovni procesi v hepatocitih, 
pri čemer razliko med spoloma pri nastanku teh tumorjev lahko pripišemo moteni steroidni homeostazi v 
adipocitih. Pri ženskah po menopavzi, kot tudi pri starejših moških, pride do zmanjšane energetske porabe 
s povečanjem visceralne maščobe, telesne teže in povišanja trigliceridov ter holesterola (131). Kopičenje 
visceralne maščobe izzove nastanek inzulinske rezistence, nenadzorovano sproščanje prostih 
maščobnih kislin in glicerola iz adipocitov. To pa vodi v povišanje vrednosti citokinov, vključujoč TNFα, 
IL-1, LEP, HIF1 in A-FABP, ter v lipidno peroksidacijo, kar poveča možnosti za razvoj HCC (132). Gena 
ADIPOQ in LEP v procesih v adipocitih lahko predstavljata ključna dejavnika povezave med visceralno 
maščobo in hepatokarcinogenezo (133). Ugotovili so, da povišane vrednosti leptina poslabšajo odpornost 
proti inzulinu. S svojimi protivnetnimi lastnostmi je leptin povezan z nastankom NAFLD, kjer so višje 
vrednosti leptina v korelaciji s hujšim fenotipom NAFLD. Zanimivo je, da imajo vitki bolniki z NAFLD enake 
ali celo višje vrednosti leptina v primerjavi z zdravimi kontrolami (119). 
Li Z. in sodelavci so pokazali, da nepravilna koregulacija prepisovalnih dejavnikov FOXA1/2 in ERα vpliva 




z dietilnitrozaminom (DEN) se je pri miših s hepatocitnim izbitjem Foxa1 in Foxa2 močno spremenilo 
izražanje številnih genov, zaradi zmanjšane vezave ERα na FOXA1/2. Ugotovili so, da je prišlo do 
sprememb v izražanju genov BTG1, FGL1, ABCC4 in PPM1L, katerih posamične različice so bile na 
vezavnih mestih za FOXA2 v korelaciji s povečano pojavnostjo HCC pri ženskah (134). 
Rastni hormon (angl. growth factor – GH) je eden od dejavnikov, ki vpliva na raznoliko izražanje genov v 
jetrih in maščobnem tkivu. Vključen je v uravnavanje procesov presnove lipidov in ogljikovih hidratov, kot 
tudi v presnovo ksenobiotikov in steroidnih hormonov (135). GH se v jetrih veže na transmembranski 
receptor za GH (ang. growth factor receptor – GHR). To sproži fosforilacijo in aktivacijo prepisovalnega 
dejavnika STAT5b, ki uravnava različne s spolom povezane gene. Os GH-STAT5b sodeluje pri presnovi 
glukoze in lipidov. Motnje v delovanju te osi pa povezujejo z nastankom NAFLD (136). Koncentracije GH 
v krvni plazmi so pri ženskah višje v primerjavi z moškimi (137), kar lahko pojasnimo z znižano aktivnostjo 
prepisovalnega dejavnika STAT5b pri ženskah (138). 
Spolne razlike v patologijah jeter lahko povzročajo tudi genske razlike na spolnih kromosomih (46, 139). 
V več celičnih linijah HCC so na kromosomu X pokazali znižano izražanje gena DAX1 in njegovo 
učinkovanje na signalno pot WNT/β-katenin pri razvoju HCC (140). Pomanjkanje in vivo modelov 
predstavlja vzrok za še neznano vlogo sicer nizkega števila protein kodirajočih genov na kromosomu Y v 
hepatokarcinogenezi (139). Med vzročnimi dejavniki s spolom povezane hepatokarcinogeneze vse bolj 
izstopajo tudi genske spremembe in nestabilnost genoma, ki nastane zaradi nepopravljivih poškodb v 
DNA (141). Študija metilacije DNA je pokazala, da so geni, za katere je znano, da sodelujejo v signalnih 
poteh, ki povečajo verjetnost napredovanja kroničnih poškodb jeter, vključujoč TGFB1, COL1A1 in 
PDGFA, bolj metilirani pri pacientih, ki (še) nimajo razvite fibroze. Višjo stopnjo metilacije PPARα/δ so 
opazili pri pacientih s hitrejšim napredovanjem fibroze (142). 
mikroRNA (miRNA)-222  predstavlja potencialnega regulatorja izražanja ERα pri inzulinski rezistenci pri 
HCC in je bil že dokazan za označevalca pri raku dojk. Pokazali so, da miRNA-222 lahko vpliva na 
aktivnost signalne poti WNT, ki je povezana z rezistentnim odzivom raka dojke na terapijo z fulvestrantom 
(143). Prav tako lahko povišano izražanje miRNA-222 povzroči znižano izražanje ERA in GLUT4 (144). 
Poleg miRNA-222, lahko v s spolom povezani patogenezi pri s presnovo povezanih napredovalih bolezni 
jeter sodelujeta še miRNA-21 in miRNA-34a (145). Akvagliceroporini (angl. aquaglyceroporins – AQP) so 
zanimivi označevalci v s presnovno povezani hepatokarcinogenezi. Uravnavajo prenos glicerola in 
inzulinsko rezistenco v adipocitih ter prenos glukoze in glicerola v hepatocitih. Pri debelih ženskah, ne pa 




1.2.3 Mišji modeli za študije s presnovo povezane hepatokarcinogeneze 
Diagnostične in terapevtske možnosti pri pacientih s HCC so zelo omejene (147, 148), zato imajo gensko 
spremenjeni mišji modeli še vedno pomembno vlogo za bazične in translacijske raziskave patogeneze 
HCC. Kljub njihovi številčnosti in izredni uporabi, vsi modeli laboratorijskih živali niso primerni za vsa 
področja raziskav hepatokarcinogeneze. Med živalskimi modeli so miši napovedni modeli za raziskave 
razumevanja nastanka HCC pri ljudeh zaradi fizioloških in genetskih podobnosti z biologijo človeka. 
Laboratorijske živali delimo na modele ksenograftov, kemično in/ali z dieto spodbujene, virusno 
spremenjene in gensko spremenjene modele (GEM) (149-151). 
GEM posnemajo patofiziologijo in molekularne značilnosti hepatokarcinogeneze pri ljudeh (150). Med 
obsežnim naborom teh modelov za hepatokarcinogenezo, ki jo spodbudijo motnje v presnovi, sta znana 
mišja modela Mdr2 in Aox. 
Miši z izbitim genom Mdr2 so zadnjih nekaj let predmet intenzivnih raziskav na področju holestaze, fibroze 
in karcinogeneze pri ljudeh. MDR2 je flipaza, ki uravnava izločanje žolča v micelih s fosfolipidi, skupaj z 
žolčnimi kislinami in holesterolom. Pri miših z izbitim genom Mdr2 že v predrakavi stopnji pride do izrazite 
deregulacije poti, ki so povezane s celično proliferacijo, oksidativnim stresom ter presnovo lipidov (152). 
Aox miši s pomanjkanjem aktivnosti acetil-CoA oksidaze, razvijejo steatozo, ki vodi v aktivacijo dejavnikov 
PPAR in se kaže v razvoju adenomov in karcinomov na jetrih (153). Gensko spremenjene miši z izbitim 
genom Lep so ob izpostavitvi dieti z visoko vsebnostjo maščob spontano razvile steatozo in HCC, vendar 
brez vnetja ali ciroze. Patogeneza se je razlikovala med linijami miši in po spolu (154). Fenotipsko so miši 
s hepatocitno specifičnim izbitjem Pten zelo podobne pacientom z NASH povezanim HCC. Pri miših, v 
starosti med 74 in 78 tedni, z izbitim genom Pten se tumorji pojavijo pri 83 % samcev in 50 % samic (151). 
Obetaven genski model z NASH povezanega HCC so tudi miši MUP-uPA na dieti z visoko vsebnostjo 
maščob. MUP-uPA miši izražajo visoke vrednosti aktivatorja plazminogen urokinaze v hepatocitih, kar 
povzroči aktivacijo stresa EnR in poškodb jeter, ki vodijo v razvoj HCC (155). Zanimivo je, da večina z le 
dieto spodbujenih modelov NAFLD le redko razvije HCC. Razvoj tumorjev pri dietno spodbujenih modelih 
je odvisen tudi od linije miši, pri čemer je za hepatokarcinogenezo najbolj izpostavljena linija DBA/2J 
(156). 
Miši in podgane so s svojo kratko življenjsko dobo, dobro opredeljeno starostno krivuljo, znanim 
delovanjem možganov in reproduktivnim sistemom v pomoč pri razumevanju poteka molekularnih poti 
hepatokarcinogeneze pri ljudeh (157). Pri ženskah se pojavnost HCC poviša s starostjo. Ko raven 
estrogenov, kot eden od dejavnikov vpliva na razvoj hepatokarcinogeneze, upade. Zavedati se je 




spolnem ciklu med samicami miši in ženskami, zaradi katerih miši niso primeren model posnemanja 
menopavze pri ljudeh. Spolni cikel pri miših je estrusni cikel, medtem ko ga pri ženskah imenujemo 
menstrualni cikel. Estrusni cikel, ki ga sestavljajo faze proestrus, estrus, metaestrus in diestrus, se ciklično 
pojavlja štiri do pet dni (157, 158). Faze cikla pri miših imajo podobna nihanja hormonov v jajčnikih, kot 
so vidna v menstrualnem ciklu žensk, katerega dolžina lahko traja med 21 in 35 dni (158-160). Estropavza 
imenujemo neredne estrusne cikle, ki se pri miših začnejo pojavljati med 13. in 14. mesecem starosti 
(161). Pri ženskah se menopavza ali hormonsko neravnovesje zaradi prenehanja delovanja jajčnikov, ki 
zmanjša raven progesterona, estrogenov in testosterona v krvi, pojavi običajno po 50. letu starosti (159). 
Pri 17. mesecih starosti se pri okoli 80 odstotkih samic pojavijo nepravilni cikli ali preidejo v fazo anestrusa. 
Anestrusna faza pa se pri vseh miših pojavi do 25. meseca (161). Miši preidejo v anestrusno fazo, kjer se 
sicer ovulacijski cikel ustavi, vendar so ves čas prisotne nizke koncentracije spolnih hormonov, kar je 
posledica spremenjene aktivnosti osi hipotalamus-hipofiza-spolne žleze (angl. hypothalamic-pituitary-
gonadal axis – HPG) (158). Kljub spremenjeni regulaciji HPG miši v anestrusu še vedno ohranjajo nizko 
raven E2 v krvnem obtoku, medtem ko je pri ženskah v obdobju pomenopavze koncentracija E2 in 
progesterona v krvi zelo nizka (157). 
Pri mišjih modelih na staranju je možno posnemati menopavzo s kirurško spodbujeno menopavzo ali z 
ovariektomijo (OVX) (158). Pomanjkljivost OVX modelov je, da odstranitev jajčnikov pri miših ne posnema 
naravnega prehoda perimenopavze v menopavzo s postopnim spreminjanjem koncentracije hormonov v 
krvnem obtoku. OVX poleg estrogenov izčrpa še druge hormone (androgene, LH, GnRH, FSH), ki imajo 
pomembno vlogo v menopavzi in vplivajo na delovanje možganov (158, 162). 
Dodatno omejitev uporabe mišjih modelov za študije spolnega dimorfizma pri s presnovo povezani 
hepatokarcinogenezi predstavlja nezmožnost upoštevanja lokalne sinteze steroidnih hormonov iz 
neaktivnih prekurzorjev nadledvične žleze, ki je značilna le za višje razvite primate. V notranji plasti skorje 
nadledvične žleze teče sinteza prekurzorjev androgenov, kot so DHEA, DHEA sulfat, androstenedion in 
11β-hidroksiandrostenedion, ki je nadzorovana z osjo HPG (163) in pri ljudeh poteka tudi po menopavzi 
(164). Pri tem ostaja nepojasnjen vpliv lokalne sinteze steroidnih hormonov iz prekurzorjev nadledvične 
žleze na sam razvoj patologij jeter. 
1.3 Vloga holesterola v hepatokarcinogenezi 
Med lipidnimi dejavniki, ki so povezani s progresivnimi poškodbami jeter, pomembno vlogo igra holesterol. 
Pri pacientih s HCC večinoma poročajo o znižanih koncentracijah plazemskih trigliceridov, holesterola, 
prostih maščobnih kislin, holesterola HDL in LDL, lipoproteina a, apoliproteina AI in apoB. V nekaj primerih 




Med serumskim holesterolom, cirozo jeter in HCC je bila pokazana statistično značilna negativna 
korelacija (166). Vzrok padca serumskega holesterola lahko izhaja iz povečane porabe holesterola, ki ga 
tumorske celice potrebujejo za svojo rast in razmnoževanje (167). Poleg tumorskih celic imajo močan 
proliferacijski značaj tudi imunske celice, predvsem IL-9 proizvajajoče T celice CD8+. Stopnja proliferacije 
teh celic je odvisna od razpoložljivosti holesterola, od katerega je odvisna tudi sposobnost celic za 
protitumorski vnetni odgovor. V tumorskem tkivu so pokazali, da holesterol povzroči večjo izčrpanost T 
celic CD8+, ki holesterol intenzivneje porabljajo za učinkovitejšo protitumorsko imunsko odzivnost. 
Posledično se aktivira senzor stresa EnR XBP1, ki pozitivno uravnava transkripcijo PD1 in 2B4 (168). 
Pomembno vlogo holesterol igra tudi v tumorsko povezani polarizaciji makrofagov. Podatki v literaturi 
kažejo, da RORC ali RORγ, katerega koaktivatorji so izhodne spojine holesterola in njegovi presnovki, 
sodeluje pri mielopoezi oz. polarizaciji tumorsko povezanih makrofagov, ki vodi v slabšo prognozo 
kancerogeneze pri miših in ljudeh (169). 
Presežek holesterola v celicah zmanjša fluidnost membran, povzroči motnje v signalizaciji lipidnih raftov 
in tvori za celice nevarne oksidativne molekule oksisterole, kot so 22-, 24-, 25- in 27-hidroksiholesterol. 
Ti dogodki sprožijo celično smrt in privedejo do nastanka raka (167). Pri pacientih z NAFLD so pokazali 
povišane vrednosti holesterola in nekaterih oksisterolov (4β-, 25- in 27-hidroksiholesterola), ki lahko 
pomembno vplivajo na razvoj inzulinske rezistence v jetrih in perifernih tkivih (170). V hepatocitih povišano 
izražanje onkogenega dejavnika cFOS zavre signalno pot LXRα. To poveča tvorbo holesterola in njegovih 
presnovkov, kot so oksisteroli in žolčne kisline, kar privede do vnetja in nastanka HCC (104). 
Holesterol predstavlja tudi izhodišče nastanka žolčnih kislin, katerih motena presnova spodbudi razvoj in 
napredovanje HCC. Homeostaza žolčnih kislin je povezana z dejavniki, kot so prenašalci žolčnih soli, 
črevesna mikroflora, ki sodelujejo pri sintezi sekundarnih žolčnih kislin in jedrni receptor FXR. Pri tem 
kronična holestaza povzroči nastanek fibroze, ciroze in se posledično izrazi v nastanku HCC ali 
holangiocelularnem karcinomu (171, 172). Povišane vrednosti konjugiranih žolčnih kislin so prisotne v 
začetnih fazah HCC. Čeprav niso značilne za vse paciente z napredovalimi oblikami HCC, predstavljajo 
potencialne označevalce za progresijo bolezni jeter (173). FXR nadzoruje uravnavanje številnih genov 
sinteze žolčnih kislin, absorpcijo, prenos in sekrecijo žolčnih kislin. Znižano delovanje FXR povezujejo z 
nastankom ciroze jeter (174). 
Povezavo med holesterolom in maščobnimi kislinami pojasni vezavni protein elementa uravnavanja 
sterolov 1 (SREBP1). Povišano izražanje SREBP1 aktivira transkripcijo številnih genov vključenih v 
sintezo maščobnih kislin. Med njimi so ACLY, FASN in SCD, ki so bili dokazano povišano izraženi pri 
HCC pacientih. Povečan prevzem holesterola v hepatocitih je v korelaciji s povišanim izražanjem PCKS9 




Pokazali so, da je zavrtje SREBP1 v celicah HCC povzročilo zaostanek celične rasti in apoptozo, medtem 
ko je aktivacija SREBP1 spodbudila celično proliferacijo (172, 175). Povišano izražanje CD36 vodi v večjo 
absorpcijo maščobnih kislin, ki je tesno povezana z EMT v hepatokarcinogenezi. EMT se lahko sproži 
tudi ob povečanih vrednostih maščobnih kislin pri pacientih HCC. Maščobne kisline uravnavajo aktivirane, 
z vnetjem povezane, onkogene prepisovalne dejavnike NF-kB, AP1, STAT2 in HIF1α ter aktivirajo signalni 
poti WNT in TGF-β (172). 
1.3.1 Vpliv motene sinteze holesterola na napredovanje presnovnih bolezni 
jeter 
Koncentracija holesterola v celicah je natančno uravnana z absorpcijo, sintezo, in izločanjem holesterola. 
Geni sinteze holesterola se razlikujejo po občutljivosti na genske različice, ki povzročijo izgubo njihove 
funkcije in lahko različno vplivajo na presnovo. To se lahko odraža s tem, da spodbudijo celično preživetje 
ali privedejo do nenadzorovane celične rasti (26, 37, 176). Povezava sinteze holesterola in bolezni jeter 
ostaja nasprotujoča. Pokazali so, da sinteza holesterola sodeluje pri razvoju HCC po izčrpanju zalog 
maščobnih kislin (177), kar potrjuje povezavo med potjo holesterola in maščobnimi kislinami v 
hepatokarcinogenezi. 
HMGCR v predskvalenski sintezni poti holesterola uravnava nastanek mevalonata, ki je vmesna spojina 
za sintezo drugih sterolov in izoprenoidov, pomembnih za rast tumorjev (178). Na primer, farnezil PP, 
izoprentenil pirofosfat ali geranil pirfosfat vplivajo na tvorbo številnih presnovkov (hem A, dolihol, 
izopentenil ali ubikinon), pomembnih za razvoj, napredovanje in procese vnetja v tumorjih (179, 180). 
Izoprenoidi so vključeni v prenilaciji proteinov ter omogočijo razvoj onkogenih lastnosti proteinov družin 
RAS in RHO (179). HMGCR sodeluje pri uravnavanju proizvodnje kot tudi pri preprečevanju kopičenja 
previsokih vrednosti holesterola ter potencialno toksičnih holesterolnih presnovkov v celicah (181). Je 
tarča za statine, kot so lovastatin, atorvastatin in simvastatin, ki povzročijo inhibicijo HMGCR ter padec 
plazemskih vrednosti holesterola LDL. Po eni strani so povezani z znižanim tveganjem za razvoj 
melanoma, raka endometrija in dojk, nasprotno pa imajo statini karcinogeni efekt, ki se kaže tudi pri raku 
dojk in nemelanomskih rakih kože. Nasprotujoča spoznanja uporabe statinov kažejo, da je za njihovo 
uporabo za zdravljenje raka, potrebno globlje razumevanje delovanja statinov na sintezo holesterola v 
kancerogenezi (167). 
Prekomerno izražanje SQLE povzroči razvoj z NAFLD pogojenega HCC. Ugotovili so, da je povišano 
izražanje SQLE v korelaciji z znižanim izražanjem PTEN, ki spodbudi aktivnost signalne poti 




Veliko podatkov v literaturi govori o vlogi predskvalenskega dela sinteze holesterola kot označevalca v 
hepatokarcinogenezi, medtem ko so podatki o povezavi poznega dela sinteze holesterola s HCC precej 
skopi. Rezultati raziskav naše raziskovalne skupine kažejo, da prekinitev sinteze holesterola na stopnji 
CYP51 pri miših že v obdobju pred puberteto povzroči poškodbe jeter z reakcijo žolčevodov, fibrozo in 
izrazitimi funkcijskimi motnjami jeter pri samcih (183). Pri mlajših odraslih miših je bila poškodba jeter 
izrazitejša pri samicah, zaradi manj holesterolnih estrov in povišanih sterolnih intermediatov (118). Te 
poškodbe so se pri samicah stopnjevale do razvoja prvih tumorjev na jetrih, v starosti 12 mesecev (79). 
Trenutna spoznanja o vplivu CYP51 na hepatokarcinogenezo usmerjajo v nujnost poglobitve 
razumevanja o vplivu poznega dela sinteze holesterola na hepatokarcinogenezo. 
1.4 Vloga CYP51 v tumorogenezi 
Ena izmed razlik med spoloma se kaže tudi v izražanju genov v jetrih, ki kodirajo encime citokromov P450 
(CYP). Pri podganah in miših je ugotovljenih kar 500 razlik med izražanjem genov Cyp pri samicah in 
samcih (138). V naddružino encimov citokromov P450 uvrščamo tudi CYP51, ki je prisoten pri kvasovkah, 
rastlinah, živalih in prokariontih (184). Encim CYP51 velja za evolucijsko najbolj ohranjeni citrokrom P450, 
na kar kaže visoka stopnja ohranjenosti nukleotidnega zaporedja (87 %) in zaporedja aminokislin (91 %) 
proteinov pri ljudeh in miših (185). Gen, ki kodira CYP51, je pri sesalcih sestavljen iz 10 eksonov in 9 
intronov (186). Pri ljudeh se CYP51 nahaja na kromosomu 7q21.2 in kodira dve različici proteina: 
somatskega, dolžine 509 aminokislin, in krajšega, za moda specifični protein, dolžine 404 aminokislin 
(184, 187). Pri miših se gen Cyp51, ki kodira protein, dolg 503 aminokislin, nahaja na kromosomu 5qA1 
(185). 
Encim CYP51 sodeluje v poznem delu sinteze holesterola, kjer pri sesalcih katalizira oksidativno 
odstranitev 14α metilne skupine iz lanosterola in DHL. Reakcija poteka v treh zaporednih 
monooksigenaznih stopnjah in vključuje redoks partner citokrom P450 oksidoreduktaza (angl. P450 
cytochrome oxydoreductase – POR), tri molekule kisika in tri molekule NADPH. CYP51 se nahaja v EnR 
v vseh tkivih v telesu, med katerimi je najbolj izražen v jetrih in prebavnem traktu, najdemo ga tudi v 
jajčnikih, modih in možganih (188, 189). Izražanje gena je na več ravneh uravnano s številnimi 
prepisovalnimi dejavniki. Pomanjkanje holesterola spodbudi aktivacijo prepisovalnih dejavnikov SREBP, 
ki se vežejo na vezavna mesta SRE1 v promotorju gena (190, 191). Nasprotno, presežki holesterola v 
obliki oksisterolov v celici spodbudijo aktivacijo LXR z vezavo na element nLXRE in znižajo izražanje 
Cyp51 (192, 193). Uravnavanje Cyp51 je nadzorovano tudi s cirkadiano uro s prepisovanima dejavnikoma 
ICER in CREM (194). Pri sintezi holesterola se porablja veliko kisika, pri čemer je stopnja CYP51 




pokazala, da lahko pomanjkanje kisika (hipoksija) s prepisovalnim dejavnikom HIF1α zavre sintezo 
holesterola na mestu CYP51, kar privede do kopičenja lanosterola in DHL v celicah, vendar ne vpliva na 
delovanje dejavnikov SREBP (181). Zhu J. in sod. so ugotovili, da vezava prepisovalnih dejavnikov 
FOXO4 na SREBP2 spodbudi izražanje Cyp51, medtem ko ob vezavi FOXO4 na HNF2α pride do 
znižanega izražanja Cyp51 (195). 
Pri bolezni jeter, povezanih s presnovo, se izražanje Cyp51 spremeni. Pri podganah z NAFLD so pokazali 
znižano izražanje Hmgcr, Cyp51, Cyp7b1, Cyp1a1 in Abcg8 (196). Transkriptomska analiza podatkov 
mišjega modela NAFLD razkriva znižano izražanje šestnajstih genov Cyp, med katerimi je bil statistično 
značilno znižan tudi Cyp51. Predpostavili so, da je znižano izražanje Cyp51 soodvisno z izražanjem 
genov Cyp7a1 in Cyp8b1 ter aktivnega prepisovalnega dejavnika SREBP1 (197). 
Spremenjeno izražanje gena CYP51 v tumorogenezi so pokazali v različnih tipih rakov. V primarnem raku 
jajčnikov so identificirali številne CYP-e, tudi CYP51, katerega izraženost je bila statistično značilno 
povišana v primerjavi s kontrolnimi vzorci (198). V vzorcih kolorektalnega raka so pokazali, da je povišano 
izražanje CYP51 in CYP2S1 povezano s slabšo prognozo pacientov in predpostavili, da lahko CYP51 
predstavlja neodvisnega označevalca prognoze pri kolorektalnem raku (199). Pri pacientkah z rakom 
dojke je bila ugotovljena korelacija med izražanjem ER, receptorjem za progesteron ter izražanjem gena 
CYP51 (200). Analiza genov CYP v različno diferenciranih s HVC povezanih HCC je pokazala znižano 
izražanje CYP7, CYP11, CYP17, CYP51 in CYP1 (201). Podatki kažejo na moteno homeostazo 
holesterola in dislipidemijo v s hepatitisom povezanim HCC, kjer so ugotovili znižano izražanje CYP51 pri 
pacientih s kroničnem HVC, ne pa tudi s HBV (202). 
Vse kaže, da tumorogeneza privede do sprememb v izražanju gena CYP51. Primanjkljaj literaturnih 
podatkov, s katerim bi lahko odgovorili na vprašanje obratnega sosledja dogodkov, in sicer kako, 
spremenjeno izražanje gena Cyp51 vpliva na razvoj tumorogeneze v jetrih, nas je spodbudilo k raziskavi 




2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Z raziskavo smo želeli opredeliti dolgoročni vpliv prekinjene sinteze holesterola zaradi izbitega gena 
Cyp51 na napredovanje NAFLD do HCC. Pri tem smo se osredotočili na molekularne mehanizme in 
preverili vlogo parenhimskih jetrnih celic v hepatokarcinogenezi. Uporabili smo miši s tarčnim izbitjem 
gena Cyp51 v hepatocitih, kjer smo s histološkimi in imunohistokemijskimi metodami ter ekspresijskim 
profiliranjem ovrednotili tumorje jeter Cyp51 KO miši. S primerjavo po spolu in starosti miši smo želeli 
opredeliti transkripcijske znanilce nastanka hepatokarcinogeneze in preučiti najpomembnejše dejavnike, 
ki uravnavajo razvoj jetrnih tumorjev. Del raziskave predstavlja osnovani novi mehanistični s spolom 
povezani model za razvoj hepatokarcinogeneze pri samicah Cyp51 KO miši. S primerjalno funkcionalno 
genomsko analizo podatkov pacientov z NAFLD povezano hepatokarcinogenezo in Cyp51 KO miši smo 
želeli preučiti pomen presnove holesterola pri razvoju hepatokarcinogeze pri ljudeh. 
 
V drugem delu smo z morfološkimi preiskavami ovrednotili nov mišji model Cyp51LC, v smislu primernosti 
za raziskave s presnovno povezanimi bolezni jeter. Iz mišjega modela smo izolirali primarne hepatocite 
ter opredelili ključne procese, ki pojasnjujejo začetne znanilce razvoja tumorjev znotraj parenhimskih celic 
jeter. V okviru raziskovalnih ciljev smo s tehnologijo CRISPR/Cas9 pripravljali nesmrtno celično linijo z 
izbitim genom Cyp51. 
 
V okviru doktorskega dela smo preverjali naslednje hipoteze: 
 
1. Tumorji jeter pri miši z izbitim genom Cyp51 in prekinjeno sintezo holesterola nastanejo zaradi 
sprememb v signalnih poteh parenhimskih celic jeter, kar bolj prizadene samice. 
2. Nesmrtna mišja celična linija hepatocitov Hepa 1-6 z izbitim genom Cyp51 je ustrezen model za 
študije signalnih poti pri nastanku z NA(F)LD pogojenega HCC. 
3. Model miši z izbitim genom Cyp51 je primeren za boljše razumevanje podvrste z NA(F)LD 





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Laboratorijske živali v postopku 
V sklopu predloženega doktorskega dela smo za raziskave vpliva prekinjene sinteze holesterola zaradi 
izbitja Cyp51 v parenhimskih celicah jeter uporabili vzorce dveh mišjih modelov. Analizirali smo vzorce 
mišjega modela s tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih (Cyp51 KO), v starosti 12, 18 in 24 mesecev, obeh 
spolov, ki so bili pridobljeni v okviru doktorskega dela dr. Gregorja Lorbka (203), in vzorce mišjega modela 
s časovnim in tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih, obeh spolov, starih 11 in 15 tednov, ki smo jih pridobili 
v okviru izvedbe novega postopka z laboratorijskimi živalmi. 
Postopki dela z laboratorijskimi živalmi, ki jih je odobrila Uprava Republike Slovenije za varno hrano, 
veterinarstvo in varstvo rastlin (dovoljenja št. 34401-31/2011/4, 34401-52/2012/3 in U34401-10/2016/5), 
so potekali v skladu z aktualno zakonodajo Republike Slovenije (Zakon o zaščiti živali – Uradni list RS, 
št. 43/2007, Pravilnikom o pogojih za izvajanje poskusov na živalih – Uradni list RS, št. 81/2009), 
Evropsko konvencijo o zaščiti živali, ki se uporablja za poskusne in druge znanstvene namene (direktiva 
2010/63/EU) in so bili izvedeni v skladu s smernicami Nacionalnega inštituta za zdravje za delo z 
laboratorijskimi živalmi. 
3.1.1 Miši s tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih 
Miši s tarčnim izbijem gena Cyp51 v jetrih so bile pripravljene v okviru doktorskega dela dr. Roka Kebra 
pod mentorstvom dr. Simona Horvata na Biotehnični fakulteti, Univerze v Ljubljani (204). Nastanitev in 
križanje transgenih miši sta potekala v Medicinskem eksperimentalnem centru pod vodstvom dr. Martine 
Perše. Podrobnosti postopka križanja, nastanitve in pogojev nastanitve, prehranskega režima in 
mikrobiološkega monitoringa Cyp51 KO miši so opisane v doktorskem delu dr. Gregorja Lorbka (203). 
Predstavljeno na kratko: pri miših, ki imajo v introna 2 in 4 gena Cyp51 vstavljena zaporedja loxP 
(B6.129SV-Cyp51tm1Bfro oz. Cyp51loxP/loxP), do izreza gena pride ob križanju z mišmi, ki nosijo zapis za Cre 
rekombinazo (Cre) pod albuminskim promotorjem (B6.Cg-Tg(Alb-cre)21Mgn/J). Tako dobimo 
homozigotne Cyp51 KO miši (z uradno oznako linije: Cyp51loxP/loxP;Alb-Cre+ (B6.Cg-Cyp51tm1BfroTg(Alb-
Cre)21Mgn/J), imenovane tudi Cyp51loxP/loxP;Alb-Cre+ ali LKO, angl. liver knock-out), s tarčnim izbitjem 





3.1.2 Miši s časovnim in tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih 
Gensko spremenjeni (GSO) mišji model Cyp51LC so razvili, ter uspešno izbitje gena Cyp51 v jetrih in 
izoliranih primarnih hepatocitih tudi potrdili, v skupini prof. Rolfa Gebhardta in dr. Madlen Matz-Soja na 
Inštitutu za biokemijo, Medicinske fakultete, Univerze v Leipzigu v Nemčiji, in je darilo prof. dr. Damjani 
Rozman v raziskovalne namene. 
Miši Cyp51LC so križanci med dvema transgenima linijama miši, in sicer miši Tg(tetO-cre)LC1Bj oz. LC 
in B6.129SV-Cyp51tm1Bfro oz. Cyp51loxP/loxP (204) miši. Za razvoj starševskih LC miši sta bila pripravljena 
dva genska vključka, ki vsebujeta dvosmerni promotor za nadzor izražanja rekombinaze Cre (Cre) in 
fuzijski protein rtTA, ki deluje kot transaktivator pod kontrolo tkivno-specifičnega promotorja. 
Dvosmerni promotor (Ptetbi-1) je vstavljen med restrikcijski mesti NotI in vsebuje sedem sekvenc 
operatorja tet (tetO), ki jih na obeh straneh obdajata minimalna promotorja človeškega citomegalovirusa 
IE (Pmin). Na vsaki strani omenjenega zaporedja se nahajata gena Cre ali luciferaza (Luc), ki se 
zaključujeta s poliadenilacijskim mestom iz človeškega rastnega hormona (hGF; v primeru gena Cre) ali 
pa iz zgodnje transkripcijske enote virusa SV40 (An; v primeru gena Luc). Aktivacija promotorja povzroči 
prepis omenjenih genov. Genski vključek je velik 6,8 kb in je bil vstavljen v oplojene jajčne celice miši F2 
(C57BL/6xBALB/c) (205, 206) (slika 4A). 
Medtem ko drugi vključek vsebuje fuzijski protein rtTA, ki ga sestavljata na doksiciklin občutljivo zaporedje 
rtetR (angl. reverse tetracycline repressor) in močan aktivator transkripcije VP16. Genski sekvenci za 
fuzijski protein sledi poliadenilacijsko mesto iz β-globina. Da bi zagotovili tkivno specifično izražanje je 
fuzijski protein pod kontrolo jetrno specifičnega promotorja PLAP, ki izvira iz gena v jetrih obogatenega 
aktivirajočega proteina (angl. liver enriched activator protein – LAP). Genski vključek velikosti 5,8 kb je 
vstavljen v tarčni plazmid (pUHrT61-1) med restrikcijski mesti XmnI in AsnI. Plazmid so nato vstavili v 
oplojene jajčne celice miši C57BL/6xDBA F2 (205) (slika 4B). 
Miši Cyp51LC so križanci LC in Cyp51loxP/loxP (204) miši. V normalnem stanju Cyp51LC miši izražajo 
transaktivator rtTA, ki v odsotnosti doksiciklina ne povzroča genskih sprememb v dednem materialu ali 
morebitnih učinkov v organizmu. Ob aplikaciji doksiciklina, pod vplivom tkivno specifičnega promotorja 
(PLAP), rtTA postane aktiven in se veže na tetO zaporedje dvosmernega promotorja v drugem genskem 
vključku (slika 4C), kjer pride do prepisa genov Luc, ki služi za kontrolo aktivnosti in Cre. Rekombinaza 
Cre nato specifično prepozna istosmerni zaporedji LoxP v intronih 2 in 4 gena Cyp51 ter izreže vmesna 
eksona 3 in 4. To povzroči premik bralnega okvirja in nastanek prezgodnjega stop kodona. Gensko ozadje 





Slika 4: Shematski prikaz priprave LC miši. Miši LC so bile križane s Cyp51loxP/loxP za pripravo novega mišjega modela Cyp51LC. 
Povzeto po: (205, 206). (A, B) Shematska vključka za pripravo LC miši. (C) Princip delovanja sistema rtTA, odvisnega od 
tetraciklinskega antibiotika doksiciklin. KO – izbitje gena. 
Križanje transgenih miši je potekalo v Medicinskem eksperimentalnem centru pod vodstvom dr. Martine 
Perše. Po označevanju živali smo pridobili košček ušesa za izolacije genomske DNA (gDNA). Tako smo 
preverili genotipa Cyp51LC in Cyp51LCwt z verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain reaction 
– PCR) po že opisanem postopku (207). Zaporedja uporabljenih oligonukleotidnih začetnikov, 
temperaturni pogoji, število ciklov reakcije PCR in velikosti pomnožkov genotipizacije Cyp51LC in 
Cyp51LCwt miši, so prikazani v preglednici 1. 
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3.2 Nastanitveni pogoji in prehranski režim laboratorijskih živali 
Nastanitev vseh transgenih miši je potekala v Medicinskem eksperimentalnem centru pod vodstvom dr. 
Martine Perše. Miši so bile nastanjene skupinsko (3–5 miši/kletko) v kletkah pod standardnimi pogoji za 
laboratorijske živali. V prostoru je bila nadzorovana temperatura, 22–23 °C, vlažnost 55±10 % in 
standardni 12-urni režim svetlobe in teme (7.00–19.00). Miši so imele krmo (dieta 1324, Altromin, Lage, 
Nemčija) in vodo (pH = 3) na voljo ad libitum. Rezultati rutinskega mikrobiološkega testiranja miši 
Cyp51LC in Cyp51LCwt so prikazani v prilogi 1. 
3.3 Usmrtitev živali in odvzem vzorcev 
3.3.1 Miši s tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih 
Usmrtitev živali in odvzem vzorcev, mišim s tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih, sta že opisana (203). 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili zmrznjena jetra in krvno plazmo Cyp51 KO miši poznega 
starostnega obdobja (pri 12, 18 in 24 mesecih). Miši so bile žrtvovane s cervikalno dislokacijo med 11.30 
in 12.30 po predhodnem odvzemu hrane (5 ur pred žrtvovanjem). 
3.3.2 Miši s časovnim in tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih 
Reagenti in pripomočki: 
 1 ml heparinske epruvete MiniCollect® (Greiner Bioone, Frickenhausen, Nemčija), 
 Jung sredstvo za zamrzovanje tkiv (Leica Microsystems, Nussloch, Nemčija), 
 10 % formalin (nevtralno pufran s fosfatnim pufrom), 
 PBS pufer (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 1,8 mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4), 
 centrifuga Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), 
 doksiciklin hidrolat (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 tekoči dušik (Messer d. o. o., Slovenija). 
Cyp51LC in Cyp51LCwt miši so pri starosti 9–10 tednov v vodo za pitje 10 dni zapored dobivale 
tetraciklinski antibiotik doksiciklin (2 mg/ml) ad libitum. Vodo z antibiotikom smo menjali na 3 do 4 dni in 
beležili ostanke vode ob njeni menjavi. 
Dan po zadnji antibiotični aplikaciji smo mišim odmaknili hrano ob 7.00 (pet ur pred poskusom pri 
žrtvovanju s cervikalno dislokacijo). Pri postopku izolacije primarnih hepatocitov hrane mišim nismo 
odmaknili. Živali smo žrtvovali med 11.30 in 12.30, da bi zagotovili kar najmanjša nihanja presnovnega 




živali pod izofluransko anestezijo z izkrvavitvijo ob izolaciji primarnih hepatocitov, so se žrtvovanja 
opravljala redno med junijem 2018 in aprilom 2019. 
Živali smo po žrtvovanju s cervikalno dislokacijo stehtali in jim takoj odvzeli kri iz levega prekata srca, ki 
smo jo prenesli v heparinske epruvete. Epruvete s krvjo so počakale na sobni temperaturi do 
centrifugiranja. Vse organe smo pred odvzemom za hrambo stehtali. Sledila sta odvzem jeter in žolča iz 
žolčnika, ki smo ga ločili od jeter. Levi lateralni jetrni reženj smo razrezali na dva dela za histološke analize 
in analizo z elektronsko mikroskopijo ter ju fiksirali v formalinu. Del jeter smo odvzeli še za imunohistološka 
barvanja na zmrznjenih tkivnih rezinah, ga prenesli v sredstvo za zmrzovanje tkiv, kjer se je počasi 
zamrznil v tekočem dušiku. Preostanek jeter smo zamrznili v tekočem dušiku. V tekočem dušiku smo 
zamrznili tudi del repka miši za regenotipizacijo Cyp51LC in Cyp51LCwt miši. Sočasno smo odvzeli še 
srce in pljuča ter jih shranili v formalinu. Maščobno tkivo (odvzeto z vseh organov in trebušnega predela) 
ter kolon z blatom smo po odvzemu zamrznili v tekočem dušiku, medtem ko smo želodec, ki smo mu 
ostanke hrane dobro sprali s PBS pufrom, horizontalno razdelili na dva dela ter ju ločeno shranili v 
formalinu in zamrznili v tekočem dušiku. Vranico in ledvice smo horizontalno razdelili na simetrični 
polovici, dela pa ločeno shranili v formalinu in zamrznili v tekočem dušiku. Po odvzemu vseh organov 
smo centrifugirali kri v heparinskih epruvetah 15 min, pri 3000 g in 4 °C ter krvno plazmo, skupaj z ostalim 
zamrznjenim materialom v tekočem dušiku, shranili pri –80 °C. 
3.3.3 Izolacija primarnih hepatocitov z dvostopenjsko perfuzijo s kolagenazo 
Pripomočki in reagenti: 
 200 mM CaCl2 (Sigma-Aldrich MO, ZDA), 
 10 % glukoza (Sigma-Aldrich MO, ZDA), 
 70 % raztopina etanola (Sigma-Aldrich MO, ZDA), 
 intravenske kanile 25 G (BD Venflon™, NY, ZDA), 
 sterilni kirurški pribor (ukrivljene in ravne kirurške škarje, pinceti, pasterjeva pipeta, gaze), 
 sistem za infuzijo Yavo (Lekarna Nove Poljane, Ljubljana, Slovenija), 
 peristaltična črpalka Miniplus® (Gilson, Middleton, ZDA), 
 70-odstotna raztopina etanola (Sigma-Aldrich MO, ZDA), 
 Trypan modro barvilo (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 




Pred postopkom izolacije hepatocitov smo pripravili vse potrebne reagente in pufre, ki so navedeni v 
preglednici 2. Plošče za celične kulture (TPP, Trasadinger, Švica) smo predhodno prevlekli z 0,01 % 
kolagenom (pripravljenim iz podganjih repkov; osnovna raztopina: 100 %, 1 mg/ml) in jih inkubirali v 
sterilnih pogojih, v navlaženem CO2 inkubatorju pri 37 °C, 12 ur. Po inkubaciji smo plošče enkrat sprali s 
pufrom Hanks+/+ z dodatkom EDTA in dvakrat s pufrom Hanks +/+ ter v tem pufru hranili plošče pri 4 °C do 
nasaditve primarnih hepatocitov. 
Preglednica 2: Reagenti in pripomočki za izolacijo primarnih hepatocitov z dvostopenjsko perfuzijo s kolagenazo. 
Reagenti in pripomočki Sestava/priprava reagentov 
Pufer Hanks  
NaCl (136,3 mM), KCl (5,4 mM), MgSO4 x 7 H2O (0,4 mM), MgCl2 x 6 H2O (0,5 mM), 
Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM), KH2PO4 (0,44 mM), CaCl2 (0,13 mM), HEPES (2 mM), 
EDTA (1,3 mM). Reagente smo raztopili v 1 l sterilne dvojno deionizirane vode; pH = 
7,4–7,5, avtoklavirali in shranili pri 4 °C. 
 Pufer Hanks +/+ Hanks pufer brez EDTA. 
 Pufer Hanks 
+/+ + 
EDTA 
Hanks pufer z vsemi reagenti. 




KCl (5,36 mM), MgSO4 x 7 H2O (0,17 mM), Na2HPO4 x 2 H2O (0,79 mM), KH2PO4 
(0,15 mM), HEPES (10 mM), NaCl (145 mM). Reagente smo raztopili v 1 l sterilne 
dvojno deionizirane vode; pH = 7,4–7,5, avtoklavirali in shranili pri 4 °C. 
 Izolacijski medij 
(IMS) 




KCl (5,36 mM), MgSO4 x 7 H2O (0,77 mM), MgCl2 x 6 H2O (0,93 mM), Na2HPO4 x 
2 H2O (0,34 mM), KH2PO4 (0,44 mM), HEPES (10 mM), NaCl (145 mM), glukoza 
(0,2 %), penicilin (1653 U/mg), streptomicin (757 U/mG), BSA albumin 0,2 %. 
Reagente smo raztopili v 1 l sterilne dvojno deionizirane vode; pH = 7,4–7,5, sterilno 





KCl (5,36 mM), MgSO4 x 7 H2O (0,77 mM), MgCl2 x 6 H2O (0,93 mM), Na2HPO4 x 
2 H2O (0,34 mM), KH2PO4 (0,44 mM), EGTA (0,2 mM), HEPES (10 mM), NaCl 
(145 mM). Reagente smo raztopili v 1 l sterilne dvojno deionizirane vode; pH = 7,4–7,5, 
avtoklavirali in shranili pri 4 °C. 
Kolagenaza tipa I 
(Sigma-Aldrich MO, ZDA) 
Zatehtano količino kolagenaze glede na predivideno težo živali smo pred postopkom 
raztopili v 10 ml pufra Hanks-/- in raztopino sterilno filtrirali. 
Sterilne in predhodno ogrete (40 °C) cevi peristaltične črpalke smo napolnili z izolacijsko-perfuzijskim 
pufrom (PPM) in iz cevi odstranili vse zračne mehurčke, ki bi lahko ovirali izolacijo primarnih celic. Po 
1,5–3 % izofluranski anesteziji smo miš fiksirali na podlago, razkužili kirurško polje s 70-odstotno raztopino 
etanola in s kirurškim rezom odprli trebušno votlino. V portalno veno smo vstavili intravensko kanilo, 
velikosti 25 G, prerezali spodnjo veno kavo in prepojili jetra s pufrom PPM s hitrostjo pretoka tekočine 
8–10 ml/min. Ob pritisku na spodnjo veno kavo smo preverili, da smo intavensko kanilo pravilno vstavili v 
portalno veno. Skozi desni del srca v zgornjo veno kavo smo vstavili še drugo kanilo. Z držalnim šivom 
smo zaprli spodnjo veno kavo ter izpostavili nadomestni jetrni pretok. To je bila druga kontrolna točka za 
pravilno izpostavljeno perfuzijo tekočin skozi jetra. Sledila je 5–8 minutna perfuzija z raztopino 




žolčnik in s prerezom jetrne kapsule sprostili hepatocite v hladni pufer IMS. Primarne hepatocite smo od 
ostalih celic ločili s postopkom trikratnega centrifugiranja pri 4 °C (enkrat 2 min pri 600 rpm ter dvakrat 5 
min pri 500 rpm). Med vsemi postopki centrifugiranja smo izsesali supernatant in celicam dodali svež 
hladni IMS. 250 µl homogeni suspenziji celic smo dodali 100 µl Trypan modrega barvila in ocenili njihovo 
viabilnost s štetjem celic v Neubauerjevi komori (Isolab, Eschau, Nemčija) po enačbi (1). Število celic za 
nasaditev na 6- ali 12-jamične plošče smo preračunalni po enačbi (2) navedeni v poglavju 3.4.2. 
(1) 
Celice s 50-odstotno ali višjo viabilnostjo smo nasadili v želenem številu celic na kolagensko prevlečene 
plošče za gojenje celičnih kultur, ostale smo dvakrat sprali s PBS pufrom in pelete celic shranili pri –80 °C. 
3.3.3.1 Gojenje in izolacija primarnih hepatocitov 
Reagenti in pripomočki: 
 Pritrjevalni medij: William´s E mediij (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK) z dodatkom 
2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 100 IU/ml penicilina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
100 µg/ml streptomicina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA) in 100 nM deksametazona (Sigma-Aldrich, 
MO, ZDA), 
 hranilni medij: pritrjevalni medij brez deksametazona in dodatkom 10 % seruma govejega plodu 
(FBS) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 raztopina tripsina z dodatkom EDTA (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 PBS pufer, 
 plastika za gojenje celičnih kultur in falkonke (TPP, Trasadinger, Švica), 
 pipete, tipsi (Gibson, Middleton, ZDA), 
 svetlobni mikroskop (Olympus, Hamburg, Nemčija), 
 invertni mikroskop Nikon Diaphot 200 s kamero Digital camera C4742-95 (Hamamatsu 
Corporation, New Jersey, ZDA) 
 centrifuga Centric 322A (DOMEL, d. o. o., Železniki, Slovenija). 
Vsi pripomočki in reagenti, ki smo jih uporabili za delo s primarnimi hepatociti, so bili sterilni ali sterilno 
filtrirani. Izolirane primarne celice iz jeter ene živali smo v treh tehničnih ponovitvah nasadili na 6-jamično 
ploščo (2,5–3x105 celic/jamico) in v štirih tehničnih ponovitvah na 12-jamično ploščo (1–1,5x105 




za pritrjanje celic, v navlaženem 5 % CO2 inkubatorju pri 37 °C. Po treh urah od nasaditve smo pritrjevalni 
medij zamenjali z normalnim hranilnim medijem za rast primarnih celic. Celice smo opazovali pod 
svetlobnim mikroskopom in ocenjevali njihovo gostoto ter morfologijo. Po 24 urah po nasaditvi primarnih 
celic smo celice dvakrat sprali s PBS pufrom, vsesali supernantant in sveže pelete zmrznili pri –80 °C za 
nadaljnje analize. 
3.3.3.2 Analiza biogeneze lipidnih kapljic v primarnih hepatocitih s 
pretočno citometrijo 
Primarne hepatocite smo nasadili v treh tehničnih ponovitvah na 6-jamično ploščo (2,5–3x105 
celic/jamico) in jih gojili pod pogoji, ki so navedeni v poglavju 3.3.3.1. Po 24 urah po pritrditvi celic smo jih 
pripravili za analizo biogeneze lipidnih kapljic. Analiza s pretočno citometrijo je bila opravljena v 
sodelovanju z dr. Evo Jarc Jovičić in dr. Tonijem Petanom na Odseku za molekularne in biomedicinske 
znanosti, Instituta Jožefa Stefana po ustaljenem postopku (208). Poskus je bil izveden v treh neodvisnih 
ponovitev poskusov na pretočnem citometru FACSCalburTM (Becton Dickinson, Denderstraat, Belgija). 
Rezultate smo analizirali s testom ANOVA in Tukeyevim popravkom za hkratno testiranje več hipotez. 
3.4 Priprava nesmrtne celične linije hepatocitov Hepa 1-6 KO 
V okviru raziskovalnih ciljev smo pripravili nesmrtno celično linijo hepatocitov Hepa 1-6 z izbitim genom 
Cyp51 s tehnologijo CRISPR/Cas9. Postopek priprave celične linije je opisan v poglavjih 3.4.1 – 3.4.8. 
3.4.1 In vitro gojenje nesmrtne celične linije Hepa 1-6 
Reagenti in pripomočki: 
 DMEM medij (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 10-odstotni FBS (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 raztopina 100 IU/ml penicilina in 100 µg/ml streptomicina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 0,25 % raztopina tripsina z 0,3 % dodatkom EDTA (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 PBS pufer, 
 plastika za gojenje celičnih kultur in falkonke (TPP, Trasadinger, Švica), 
 pipete, tipsi (Gibson, Middleton, ZDA), 
 krioviale in falkonke (TPP, Trasadinger, Švica), 
 svetlobni mikroskop (Olympus, Hamburg, Nemčija), 




Za namene poglobljenih raziskav mehanizmov s presnovo povezane hepatokarcinogeneze smo uporabili 
nesmrtno celično linijo hepatocitov Hepa 1-6 ([Hepa1-6] (ATCC® CRL1830™)), ki smo jo pridobili iz 
ameriške banke celičnih kultur (angl. American Type Culture Colection – ATCC). Celice Hepa 1-6 
predstavljajo trajno linijo epitelijskih jetrnih celic, adherentnega tipa, pridobljeno iz mišje linije C57L/J 
ženskega spola. 
Celice smo rutinsko vzdrževali v Eaglovem mediju, spremenjenem po Dulbeccu (DMEM) z dodatkom 
10 % FBS ter 100 IU/ml penicilina in 100 µg/ml streptomicina (hranilni medij), pri nadzorovani temperaturi 
37 °C in navlaženi atmosferi, ki je vsebovala 5 % CO2. Celice smo pod svetlobnim mikroskopom dnevno 
opazovali in ocenjevali njihovo gostoto ter preverjali, ali ni prišlo do morebitnih okužb s plesnijo ali 
mikrobnih okužb. Subkultivacijo celic smo izvedli, ko so celice dosegle 90–100 % gostoto, jih najprej 
dvakrat sprali s PBS raztopino in nato odstranili s podlage za gojenje celic s tripsinom z dodatkom EDTA. 
Odlepljenim celicam v suspenziji smo dodali hranilni medij za gojenje celic, da bi zavrli delovanje tripsina, 
jih razbili s pipetiranjem ter ustrezno količino celic prenesli v novo steklenico s svežim hranilnim medijem. 
3.4.2 Zmrzovanje in štetje celic Hepa 1-6 
Reagenti in pripomočki: 
 hranilni DMEM medij, 
 0,25 % raztopina tripsina z 0,3 % dodatkom EDTA (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 Trypan modro barvilo (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 Neubauerjeva komora za štetje celic (Isolab, Eschau, Nemčija), 
 pipete, tipsi (Gibson, Middleton, ZDA), 
 svetlobni mikroskop (Olympus, Hamburg, Nemčija), 
 centrifuga Centric 322A (DOMEL, d. o. o., Železniki, Slovenija). 
Celicam smo odstranili hranilni medij, jih dvakrat dobro sprali s PBS in jih odstranili s podlage z raztopino 
tripsina z EDTA. Odlepljenim celicam smo dodali hranilni medij, jih razbili s pipetiranjem in centrifugirali 5 
min na 300 x g pri sobni temperaturi. Ustrezno količino celic (običajno 1/4) smo vrnili v plastična gojišča 
za vzdrževanje celic. Ko so dosegle 90- ali 100-odstotno gostoto, smo jih prešteli za transfekcijo ali pa 






Za namene optimizacije rasti celic za transfekcijo s CRISPR/Cas9 tehniko smo po centrifugiranju celic iz 
suspenzije celic odvzeli alikvot za določitev njihovega števila. Celicam smo dodali barvilo Trypan modro 
v razmerju 1:1, nanesli suspenzijo na Neubauerjevo komoro za štetje celic ter število celic ocenili pod 
svetlobnim mikroskopom. Število celic na ml smo preračunali po enačbi (2) in jih v ustrezni gostoti nasadili 
na plošče za gojenje celic za nadaljnje postopke. 
(2) 
3.4.3 Priprava nukleotidnih zaporedij sgRNA za transfekcijo CRISPR/Cas9 
Za namene priprave gensko spremenjene celične linije Hepa 1-6 smo najprej s pomočjo bioinformatskega 
orodja GeneArt™ CRISPR Search and Design Tool pripravili tri nukleotidna zaporedja sgRNA, ki so nujna 
za prepoznavo tarčnega zaporedja DNA. V program smo vnesli nukleotidna zaporedja tarčnih eksonov 2, 
3 in 4 gena Cyp51, med dostavnimi sistemi CRISPR/Cas9 (vektor, mRNA, protein, idr.) za inženiring 
genoma izbrali sistem za direktni vnos mRNA v celice in nazadnje izbrali še tarčni organizem miš (Mus 
Musculus), v katerem smo želeli izbiti gen Cyp51. Na podlagi upoštevanih dejavnikov je program preveril 
neciljne efekte (angl. off-target effects) in po uspešnosti induciranja genske različice pripravil 20 
nukleotidov dolga zaporedja sgRNA s PAM motivi (NGG). Pri izboru sekvenc sgRNA smo izločili še vse 
tiste, ki so vsebovale homopolimerne sekvence z več kot štirimi enakimi zaporednimi nukleotidi T, A, G 
in C ter preverili, da je bila vsebnost nukleotidnih parov G-C med 35–65 %, s čimer smo zagotovili dobro 
stabilnost DNA sekvence. Izbrana nukleotidna zaporedja za vse tri tarčne eksone gena Cyp51 
(preglednica 3) smo preverili še v UCSC Genome Browser. Ob izbiri tarčnih sekvenc sgRNA smo po 
navodilih proizvajalca Invitrogen oblikovali še matrično podlago za sintezo sgRNA, ki je vključevala tarčna 
smiselna (angl. forward – FW) in protismiselna (angl. rewerse – RW) nukleotidna zaporedja za vsa tri 











Preglednica 3: Seznam začetnih oligonukleotidov sgRNA in nukleotidnih začetnikov za sintezo sgRNA matrice za reakcijo 
PCR. RW – smiselno zaporedje, FW – protismiselno zaporedje. 
Oligonukleotidni začetniki Nukleotidno zaporedje (5´ proti 3´) 
sgRNA ekson 2 GCATGGCCAAGGAATGGAATTGG 
sgRNA ekson 3 CAGCTGCATCACTCCCCAGAAGG 
sgRNA ekson 4 GCTTAAAGTGGGCTATGTTAAGG 
ekson 2 FW TAATACGACTCACTATAGGCATGGCCAAGGAATGG 
ekson 2 RW TTCTAGCTCTAAAACCCATTCCATTCCTTGGCCAT 
ekson 3 FW TAATACGACTCACTATAGCAGCTGCATCACTCCCCA 
ekson 3 RW TTCTAGCTCTAAAACCCTGTGTTTGGGAAGGGAGT 
ekson 4 FW TAATACGACTCACTATAGGCTTAAAGTGGGCTATGT 
ekson 4 RW TTCTAGCTCTAAAACCCTTAACATAGCCCACTTTA 
3.4.4 Sinteza in čiščenje sgRNA za transfekcijo CRISPR/Cas9 
Pripomočki in reagenti: 
 smiselna in protismiselna oligonukleotidna zaporedja za sintezo matrične podlage sgRNA eksona 
2, 3 in 4 (preglednica 3), 
 sekvenčna zaporedja sgRNA eksonov 2, 3 in 4, 
 Pfusion™ High-Fidelity PCR Master Mix (2X), 
 Tracr Fragment + T7 Primer zmes, 
 TranscriptAid™ encimska zmes, 
 5X TranscriptAid™ reakcijski pufer, 
 DNase I (1 U/μl), 
 voda za injiciranje (Braun Medical Supplies, Inc., Melsungen, Nemčija), 
 mešanica NTP-jev (100 mM vsakega ATP, GTP, CTP, UTP v pufru Tris), 
 kontrolni smiselni in protismiselni oligonukleotidni začetniki gRNA (10 μM), 
 vezavni pufer, 
 GeneJET™ RNA kit za čiščenje sintetiziranih matričnih podlag sgRNA, 
 centrifuga 5415D (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), 
 mešalo IKA M3basic (IKA®-Werke GmbH, Staufen, Nemčija), 
 spektrofotometer NanoDrop 1000 (Thermo Fischer Scientific, MA, ZDA), 
 ciklični termostat za verižno reakcijo s polimerazo Applied Byosystems 2720 (Life Technologies; 




Vsi reagenti so bili od proizvajalca Invitrogen. Po navodilih proizvajalca smo sintetizirali sgRNA za 
inženiring tarčnega genoma s tehnologijo CRISPR/Cas9. Najprej smo sintetizirali sgRNA s sinteznim 
kitom GeneArtTM Precision gRNA Synthesis Kit. V prvem koraku smo pripravili 0,3 µM mešanice raztopin 
tarčnih oligonukleotidni začetnikov (FW in RW) in pripravili reakcijsko mešanico (preglednica 4) za verižno 
reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain reaction – PCR), ki smo jo izvedli pri temperaturnem 
programu, navedenim v preglednici 5. 
Preglednica 4: Priprava reakcijske mešanice za PCR sintezo matrične sgRNA. 
 1 reakcija 1 vzorec (3 reakcije) 
 Volumen [μl] 
Perfusion™ High-Fidelity PCR Master Mix (2x) 12,5 37,5 
Mešanica Tracr fragmenta +  
T7 oligonukleotidni začetnik 
1 3 
0,3 µM mešanice raztopin tarčnih oligonukleotidnih začetnikov 1 3 
Voda 10,5 31,5 
 
Preglednica 5: Temperaturni program postopka PCR. 
Korak Število ciklov Temperatura [°C] Čas 
Začetna denaturacija 1x 98 10 sek 
Denaturacija 
32x 
98 5 sek 
Prileganje 55 15 sek 
Podaljševanje 1x 72 1 min 
Ohlajanje 1x 4 neskončno 
Sledila je priprava mešanic za vse tri matrične sgRNA za in vitro transkripcijo (preglednica 6), ki smo jih 
inkubirali pri 37 °C, 2–3 ure. Vsaki mešanici smo dodali 1 μl encima DNaze I in mešanico 15 min segrevali 
pri 37 °C. 
Preglednica 6: In vitro transkripcija sgRNA vzorcev. 
 1 reakcija 1 vzorec (3 reakcije) 
 Volumen [μl] 
Mešanica NTP-jev (100 mM posameznih 
ATP, GTP, CTP, UTP) 
8 24 
Matrična podlaga sgRNA (preglednica 4) 6 18 
5X reakcijski pufer TranscriptAid™ 4 12 





Po koncu sinteze vseh treh sgRNA smo opravili še in vitro čiščenje sgRNA konstruktov. In vitro 
transkripcijski mešanici smo dodali 200 μl vode, nato še 100 μl vezavnega pufra ter mešanico dobro 
premešali s pipeto. Sledil je dodatek 96-odstotnega etanola in postopek čiščenja s kolonami GeneJETTM 
RNA purification Micro Columns po navodilih proizvajalca. S spektrofotometrom NanoDrop 1000 smo 
pomerili količino in kakovost izoliranih sgRNA vseh treh eksonov 2, 3 in 4 (preglednica 7). Vsi trije vzorci 
sgRNA so dosegli kriterije kakovosti, ki jih ugotavljamo z razmerjem meritev absorbanc razredčenih 
vzorcev v destilirani vodi pri valovnih dolžinah pri 260 in 280 nm ter 260 in 280 nm (A260/A230 in 
A260/A280 nad 1,8). V naslednjem koraku je sledila izvedba transfekcije celic Hepa 1-6 s CRISPR/Cas9 
tehnologijo s pripravljeni sgRNA konstrukti. 
Preglednica 7: Spektrofotometrično določanje koncentracije RNA sintetiziranih sgRNA konstruktov za CRISPR/Cas9 
transfekcijo celične linije Hepa 1-6. 
sgRNA konstrukt Koncentracija [ng/μl] 260/280 260/230 
Cyp51 ekson 2 2771,97 2,29 2,67 
Cyp51 ekson 3 3061,27 2,16 2,42 
Cyp51 ekson 4 1750,17 2,36 2,79 
3.4.5 CRISPR/Cas9 transfekcija 
Med širokim naborom dostavnih sistemov CRISPR/Cas9 tehnologije smo za transfekcijo celic Hepa 1-6 
uporabili liposomalni transfekcijski reagent CRISPRMAXTM in transfekcijo izvedli po navodilih 
proizvajalca. 
Dan pred transfekcijo smo nasadili celice na 24-jamično ploščo v koncentraciji 0,6x105 celic v 500 μl 
medija brez antibiotika in jih inkubirali pri standardnih pogojih. Naslednji dan, ko so celice dosegle 
70–80 % gostoto, smo jih pripravili na transfekcijo. V prvo 1,5 ml epruveto (TPP, Trasadinger, Švica) smo 
pripravili raztopino 500 ng encima Cas9, redčene zmesi vseh treh sgRNA (41,7 ng posameznega 
konstrukta) s Cas9 PlusTM reagentom, in zmes dobro premešali. V drugi 1,5 ml epruveti smo v mediju za 
transfekcijo Opti-MEMTM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK) razredčili reagent CRISPRMAXTM 
in reakcijsko mešanico dobro premešali. Sledila je inkubacija pri sobni temperaturi, 5 min, in združevanje 
raztopin iz obeh epruvet. Nastalo mešanico smo 10 min inkubirali pri sobni temperaturi in tako omogočili 
vezavo reagenta na DNA. Po končani inkubaciji smo pripravljeno mešanico prenesli na celice, s katerih 
smo odstranili hranilni medij brez antibiotika in jim dodali nov Opti-MEMTM medij. Celice smo s 
transfekcijsko mešanico inkubirali dva dni, pri 37 °C pod standardnimi pogoji. Po inkubaciji smo odstranili 





3.4.6 Metoda kloniranja z redčenjem mešane celične kulture hepatocitov do 
posameznih klonov 
Pripomočki in reagenti: 
 hranilni medij DMEM (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 96-jamične plošče (TPP, Trasadinger, Švica), prevlečene s kolagenom, 
 večkanalna pipeta (Gilson), nastavki za večkanalno pipeto (Biohit) (prostornina 200 µl). 
Med zmrzovanjem mešanih celičnih kolonij smo izvedli osamitev posameznih celičnih klonov (angl. single 
cell colony) s tehniko redčenja na s kolagenom prevlečene 96-jamične plošče. 
Najprej smo mešano celično kulturo odlepili od podlage s tripsinom, z dodatkom EDTA, centrifugirali in 
prešteli, kot je to opisano v poglavjih 3.4.1 in 3.4.2. Pripravili smo 600 µl celične suspenzije, ki je vsebovala 
2x104 celic/ml. V vse jamice 96-jamične plošče, razen v jamico A1, smo dodali 100 µl hranilnega medija. 
V A1 jamico smo nato odpipetirali 200 µl pripravljene celične suspenzije (1: korak 1; slika 5) in nato v 
prvem koraku horizontalne redčitve celic z mešanjem celične suspenzije s pripravljenim svežim medijem 
v jamicah prenašali po 100 µl suspenzije, kot je to razvidno v shematskem poteku redčenja slike 4 (2: 
korak 2; slika 5), in ob vsaki jamici zamenjali nastavke pipete. Zadnjih 100 µl suspenzije v jamici H1 smo 
zavrgli in vsem jamicam prve kolone plošče dodali še 100 µl svežega hranilnega medija. Nato je sledil 
drugi korak redčenja (3: korak 3; slika 5) z večkanalno pipeto, kjer smo iz vsake jamice prenašali 100 µl 
celične suspenzije, vzporedno po vrstici, nežno premešali suspenzijo in menjali nastavke pipete ob 
redčenju. Volumnu 100 µl razredčene celične suspenzije v vsaki jamici plošče za gojenje celic smo dodali 
še 100 µl svežega hranilnega medija. Pripravili smo tri 96-jamične plošče s posamičnimi celičnimi kloni 
in po 4–5 dneh inkubacije pri 37 °C na standardnih pogojih od dneva redčitve, pod svetlobnim 
mikroskopom, opazili prve celične klone. Vsak dan smo spremljali rast posamičnih celičnih kolonij, ocenili 





Slika 5: Postopek redčenja mešane celične kolonije celic. 
 
3.4.7 Subkultivacija posamičnih celičnih klonov 
Po 18 dneh smo prve celične klone presadili na s kolagenom prevlečeno 24-jamično ploščo za gojenje 
celičnih kultur. Temu je sledila presaditev 90–100 % konfluentnih klonov na s kolagenom prevlečeno 
12-jamično ploščo in kasneje še presaditev 90–100 % konfluentnih klonov v treh tehničnih ponovitvah na 
kolagensko prevlečene 6-jamične plošče. Subkultivacijo smo opravili po standardnem postopku, 
opisanem v poglavju 3.4.1. Celice smo vedno presajali na s kolagenom prevlečeno plastiko za gojenje 
celičnih kultur. 
3.4.8 Izolacija mRNA klonov mešane celične kulture hepatocitov 
Posamične celične klone hepatocitov, ki so bili nasajeni v treh tehničnih ponovitvah, smo vzdrževali pri 
standardnih pogojih z dodatkom različne vsebnosti hranil po serumu v hranilnem mediju. Eno jamico 
posamičnega celičnega klona 6-jamične plošče smo pred izolacijo 48 ur izpostavili serumskemu šoku s 
celotnim hranilnim medijem z dodatkom 0,5 % FBS. Tako smo lahko ocenili zmožnost celic za lastno 
sintezo holesterola. Ostala dva replikata celičnega klona pa smo gojili v normalnem hranilnem mediju z 
dodatkom 10 % seruma. Enega od klonov smo pri 90–100 % konfluentnosti subkultivirali in shranili pri 
–80 °C za nadaljnje delo. Dve tehnični ponovitvi pa smo pred izolacijo dvakrat sprali s PBS in izolirali 




3.4.9 Proliferacijski test 
Celice Cyp51 KO smo po opisanih postopkih, v poglavjih 3.4.1. in 3.4.2 sukultivirali in prešteli. Za tri 
neodvisne ponovitve meritev proliferacijskih sposobnosti celic smo pripravili, po ustaljenem protokolu 
Onkološkega inštituta Ljubljana, celično suspenzijo s koncentracijo 1000 celic/ml v falkonko in jo dobro 
premešali. Celično suspenzijo smo prenesli v kadičko in z multikanalno pipeto v jamice 24-jamične plošče 
nanesli po 100 µl celične suspenzije. Za vsak meritveni čas (24 h, 48 h in 72 h) smo pripravili šest 
tehničnih ponovitev. Na dan merjenja smo pred meritvijo fluorescence dodali 10 µl barvila PrestoBlue® 
(Thermo Fischer Scientific, MA, ZDA) in ploščo za gojenje celic inkubirali 30 min pri standardnih pogojih. 
Fluorescenco smo izmerili na instrumentu TECAN GENios (TECAN, Männedorf, Švica) Onkološkega 
inštituta Ljubljana pri eksitaciji 560 nm in emisiji 590 nm. Rezultate smo analizirali s testom ANOVA in 
Bonferronijevim popravkom za hkratno testiranje več hipotez. 
3.4.10 Določanje nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem po Sangerju 
Nukleotidno zaporedje eksonov 2, 3 in 4 gena Cyp51 klona hepatocitov Cyp51 KO smo v sodelovanju z 
magistrsko študentko Rebeko Bernik preverili s sekvenciranjem po Sangerju, ki ga je izvedlo podjetje 
GATC po ustaljenem postopku. 
Za postopek sekvenciranja smo pripravili vzorce celic Cyp51 KO. DNA smo izolirali s kitom LightCycler® 
FastStart DNA Master HybProbe (Roche, Basel, Švica) po navodilih proizvajalca. Za pripravo PCR 
pomnožkov smo uporabili z bioinformatsko analizo izbrane oligonukleotidne začetnike (preglednica 8) ter 
Q5® High-Fidelity DNA polimerazo (New England, Biolabs, Ipswich, ZDA). Na ledu smo pripravili PCR 
reakcijsko mešanico in izvedli pomnoževanje v cikličnem termostatu Thermal Cycler 2720 (Applied 
Biosystems Inc., Foster City, ZDA) po temperaturnem programu, navedenem v preglednici 9. Vzorčne 
pomnožke PCR smo očistili prostih oligonukleotidnih začetnikov in nukleotidov z reagentom ExoSAP-IT™ 
PCR Product Cleanup (Applied Biosystems Inc., Foster City, ZDA) po navodilih proizvajalca. V RNA 
proste 1,5 ml epice (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) smo odpipetirali 5 µl očiščenega PCR produkta s 
koncentracijo 20–80 ng/ul in dodatkom 5 µl izbranega oligonukleotidnega začetnika ter pripravljene 








Preglednica 8: Seznam oligonukleotidnih začetnikov za sekvenciranje po Sangerju. 
 
Preglednica 9: Temperaturni program PCR za pripravo PCR pomnožkov za sekvenciranje po Sangerju. 
Korak Število ciklov Temperatura [°C] Čas 
Začetna denaturacija 1x 98 30 sek 
Denaturacija 
35x 
98 5 sek 
Prileganje oligonukleotidnih začetnikov 65 10 sek 
Sinteza fragmentov 72 30 sek 
Podaljševanje 1x 72 2 min 
Ohlajanje 1x 4 neskončno 
3.5 Histološke analize jeter mišjih modelov 
Iz vzorcev jeter miši s tarčnim izbitjem gena Cyp51 (Cyp51 KO) in miši s časovnim in tarčnim izbitjem 
gena Cyp51 (Cyp51LC) ter njihovih kontrol, ki so bili po odvzemu fiksirana v 10-odstotnem formalinu in 
nato vložena v parafin, so se za potrebe (imuno)histoloških barvanj pripravile rezine jeter, debeline 
3–5 µm. Histološke rezine vseh jeter so pripravili na Inštitutu za patologijo, Medicinske fakultete, Univerze 
v Ljubljani. 
3.5.1 Barvanje s hematoksilinom in eozinom 
Na pripravljenih histoloških rezinah jeter obeh mišjih modelov so barvanje s hematoksilinom in eozinom 
(H&E) izvedli na Inštitutu za patologijo, Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani po ustaljenem postopku. 
3.5.2 Barvanje s Sirius rdečim 
Pripomočki in reagenti: 
 zmes ksilenov (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 1,2-odstotno nasičena vodna raztopina pikrinske kisline (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 Direct Red 80 barvilo (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 etanojska kislina (0,5 %) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 70-, 90- in 100-odstotne raztopine etanola (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 




Smerni oligonukleotidni začetnik 5´-3´ Protismerni oligonukleotidni začetnik 5´-3´ 
Ekson 2 AGTCTCTGCCTCTGTCTGTT TCTTTTGAGGCTAAACCTTGTCT 
Ekson 3 CATATGCAACTCCCTTCCCA CCTTCACTTACCTTCTGGGG 




Za ovrednotenje napredovanja fibroze v jetrih Cyp51 KO miši smo uporabili hidrofobno barvilo Sirius rdeče 
(SR), ki se veže na kolagenska vlakna tipa I in III. Najprej smo parafinske vzorce jeter deparafinizirali z 
20-minutnim segrevanjem pri 60 °C. Po končani inkubaciji smo vzorce dvakrat spirali po 5 min v zmesi 
ksilenov in nato dvakrat po 5 min v zaporednih padajočih koncentracijah raztopin etanola, vse do spiranja 
v deionizirani vodi. Izvedli smo enourno inkubacijo v raztopini barvila SR (100 ml vodne raztopine 
pikrinske kisline in 0,1 g barvila Direct Red 80) pri sobni temperaturi. Vzorce smo dvakrat po 1 min spirali 
v 0,5 % etanojski kislini in jih nato dehidrirali v postopno koncentriranih (70 %, 90 % in 100 %) raztopinah 
etanola ter nazadnje še v zmesi ksilenov (dvakrat po 5 min na vsaki stopnji). Po končani dehidraciji 
vzorcev, smo jih zaščitili s prekrivnim medijem in krovnimi stekli. 
 
3.5.3 Imunohistokemijska barvanja 
Pripomočki in reagenti: 
 70-, 90- in 100-odstotne raztopine etanola (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 zmes ksilenov (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 0,01 M citratni pufer, pH = 6, 
 TBS pufer (25 mM tris baza, 137 mM NaCl, 0,3 mM KCl; pH = 7,4), 
 TBST pufer (pufer TBS z dodatkom 0,1 % Tween 20), 
 kozji serum (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 0,1 M tris/HCl, pH = 7,6, 
 extravidin-POD (E2886, Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorat hidrat (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 Mayerjev hematoksilin (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 tekoči blokator (Super PAP Pen) (Daido Sangyo Co, Tokio, Japonska), 
 hidrofobni prekrivni medij Roti®-Histokitt II (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Nemčija), 











Preglednica 10: Primarna in sekundarna protitelesa za imunohistokemijsko označevanje. 
Vrsta označevanja Primarno protitelo Sekundarno protitelo 
Glutamin sintetaza 
BD Biosciences, San Jose, CA, ZDA; 
1:1000 (kat. št. 610517, lot: 38812) 
DAKO EnVision Detection System 
K5007 (Agilent Technologies, CA, 
ZDA) 
Metaloproteaza 2 
Abcam, Cambridge, UK; 1:100 
(kat. št. ab3158) 
DAKO EnVision Detection System 
K5007 (Agilent Technologies, CA, 
ZDA) 
Metaloproteaza 9 
Chemicon, Sigma-Aldrich, MO, ZDA; 
1:300 (kat. št. ab19016) 
DAKO EnVision Detection System 
K5007 (Agilent Technologies, CA, 
ZDA) 
Dejavnik tumorske rasti β  
Promega, Madison, WI, ZDA; 1:500 
(kat. št. G122A, lot: 252718) 
DAKO EnVision Detection System 
K5007 (Agilent Technologies, CA, 
ZDA) 
β-katenin 
BD Biosciences, San Jose, CA, ZDA; 
1:1000 (kat. št. 610154, lot: 50199) 
DAKO EnVision Detection System 
K5007 (Agilent Technologies, CA, 
ZDA) 
Imunohistokemijska barvanja s protitelesi proti glutamin sintetazi (GS), metaloproteazi 2 in 9 (MMP2, 
MMP9), β-kateninu (CTNNB1) in dejavniku tumorske rasti β (TGF-β) (preglednica 10) sem opravila med 
raziskovalnim obiskom pri dr. Madlen Matz-Soja na Medicinski fakulteti v Leipzigu v Nemčiji. Postopek 
barvanja je že opisan (209). 
Ocena imunohistokemijskih barvanj tumorskih jetrnih vzorcev Cyp51 KO miši je brez znanih podatkov o 
živalih opravila dr. Jera Jeruc na Inštitutu za patologijo, Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani. Pri 
oceni imunohistokemijskih označevanj s posamičnimi protitelesi smo bili pozorni predvsem na njihovo 
lokalizacijo in jakost barvanja. 
3.5.4 Histološka ocena jeter mišjih modelov 
Histološki pregled jetrnih vzorcev je bil opravljen v sodelovanju z dr. Jero Jeruc in dr. Martino Perše na 
Inštitutu za patologijo, Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani. Histološke značilnosti jeter sta 
semikvantitativno ocenili, ne da bi poznali identifikacijske podatke živali (genotip, spol in starost). 
Pri H&E barvanju smo ovrednotili jetra miši Cyp51 KO in Cyp51LC ter njihovih kontrolnih vzorcev. Ocenili 
smo velikost, obliko in polimorfnost jeder ter granuliranost citoplazme hepatocitov, prisotnost portalnega 
in parenhimskega vnetja, proliferacijo žolčevodov, holestazo/kopičenje lipidnih kapljic in prisotnost jetrnih 
vozličev. Ovrednotenje fibroze smo opravili na vzorcih barvanih z barvilom SR. Ocenjevalni kriteriji 
posamičnih parametrov so že opisani (210). 
Tumorje, ki so bili pri patoanatomskem pregledu vzorcev jeter opredeljeni kot makroskopsko vidni vozlički 
(> 1 mm) različnih barv, smo v skladu z objavljenimi histološkimi merili ovrednotili kot 




3.6 Transmisijska elektronska mikroskopija jeter miši 
Po odvzemu delov jeter miši Cyp51LC, ki smo jih fiksirali v nevtralno pufranem 10-odstotnem formalinu, 
je dokončna priprava vzorcev, s 60 nm tankimi rezinami jeter za analizo s transmisijsko elektronsko 
mikroskopijo (TEM), stekla po ustaljenem postopku na Inštitutu za patologijo, Medicinske fakultete, 
Univerze v Ljubljani. Za vsak vzorec je bilo odrezanih pet rezin in od teh rezin smo pregledali po dve rezini 
na vsak vzorec. Pregled vzorcev jeter je bil opravljen v sodelovanju s Karmen Wechtersbach, mag. lab. 
biomed. Pregled vzorcev jeter s TEM je potekal slepo, torej brez znanih podatkov o genotipu, starosti ali 
spolu živali. Opravljen je bil na 120-kV prenosnem elektronskem mikroskopu JEM-1400Plus (JEOL, ZDA). 
Pri pregledu vsakega vzorca jeter smo ocenili velikost in obliko jeder hepatocitov, mitohondrije, EnR 
hepatocitov, proliferacijo žolčnih vodov in vnetje. Ovrednotili smo prisotnost (z oznako DA) ali odsotnost 
(z oznako NE) portalnega in parenhimskega vnetja ter reakcije žolčevodov. Prisotnost lipidnih kapljic v 
hepatocitih in kristalov v hepatocitih ter Kupferjevih celicah smo opredelili kot normalno (0), blago (1), 
zmerno (2) in močno (3). TEM podatke smo ovrednotili z dvosmerno ANOVO z oceno učinkov več 
dejavnikov (spol in genotip) ter uporabili Bonferronijev popravek za hkratno testiranje več hipotez in 
rezultate predstavili grafično s povprečjem in standardno napako. Število vzorcev, ki smo jih analizirali s 
TEM, je bilo 5–6 jeter miši na skupino. 
3.7 Biokemijske analize krvne plazme 
Reagenti: 
 ELISA set za merjenje koncentracije celotnega holesterola (7D62, Abbott Laboratories, IL, ZDA), 
 ELISA set za merjenje koncentracije holesterola HDL (3K3321, Abbott Laboratories, IL, ZDA), 
 ELISA set za merjenje koncentracije holesterola LDL (61534, BioMérieux, Marcy, l'Etoile, 
Francija), 
 ELISA set za merjenje koncentracije trigliceridov (7D7421, Abbott Laboratories, IL, ZDA), 
 ELISA set za merjenje koncentracije prostih maščobnih kislin (436-91995, Wako Pure Chemical 
Industries, Osaka, Japonska), 
 ELISA set za merjenje aktivnosti aspartat aminotransferaze (8L9141, Abbott Laboratories, IL, 
ZDA), 
 ELISA set za merjenje aktivnosti alanin aminotransferaze (8L9240, Abbott Laboratories, IL, ZDA). 
Koncentracije skupnega holesterola, holesterolov LDL in HDL, prostih maščobnih kislin, trigliceridov ter 
encimskih aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST) in alanin aminotransferaze (ALT) v krvni plazmi 




Diagnostics, Abbott Park, IL, ZDA) na Veterinarski ambulanti Moste v Ljubljani. Koncentracije lipidnih 
parametrov so bile podane v mmol/l, medtem ko sta bili encimski vrednosti AST in ALT podani z µkat/l. 
Analizirali smo krvno plazmo 72 Cyp51 KO miši (4–7 vzorec/skupino). Analiza je vključevala miši obeh 
genotipov (35 vzorcev Cyp51 KO in 37 vzorcev Cyp51 WT) in spolov (40 samic in 32 samcev), starih 12, 
18 in 24 mesecev (24 miši/skupino) kot je to razvidno iz preglednice 11. 
Preglednica 11: Število vzorcev krvne plazme za meritve posamičnih parametrov. M – mesec. 
Vzorec krvne plazme Starost 
Genotip Spol 12M 18M 24M 
Cyp51 WT 
samice 7 7 7 
samci 5 5 6 
Cyp51 KO 
samice 5 7 7 
samci 7 5 4 
Statistična analiza biokemijskih podatkov miši je bila opravljena v sodelovanju z dr. Petrom Juvanom v 
paketu LIMMA v programskem okolju R. Za oceno odvisnih spremenljivk ter interakcije (starost + genotip 
+ spol + starost:spol) smo uporabili model linearne regresije. Za oceno statistične pomembnosti učinkov, 
smo uporabili test ANOVA tipa III in upoštevali popravek FWER (α = 0,05) za testiranje mnogoterih 
hipotez. 
3.8 Analiza celokupnih proteinov iz primarnih hepatocitov in celične linije 
Izražanje proteinov CYP51 in GAPDH, ki smo ga uporabili kot kontrolo nanosa proteinov na vsakem gelu, 
smo izvedli na primarnih hepatocitih, izoliranih iz jeter Cyp51LC in Cyp51LCwt miši, ter celičnih klonih 
Hepa 1-6, Cyp51 KO ter WT. Celice smo pred zmrzovanjem dvakrat dobro sprali s PBS pufrom in shranili 
pri –80 °C do izolacije celokupnih proteinov. 
3.8.1 Izolacija celokupnih proteinov 
Reagenti in pripomočki: 
 Pufer za lizo RIPA (20 mM Tris/HCl (pH = 8), 150 mM NaCl, 1 % NP-40 (Sigma-Aldrich, MO, 
ZDA), 0,5 % natrijevega deoksiholata, 0,1 % SDS, 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
proteazni zaviralec cOmplete mini EASY pack (Roche, Basel, Švica), 
 PierceTM BCA Protein Assay set za merjenje koncentracij proteinov (Biorad, Hercules, CA, ZDA), 
 centrifuga Centric 200R (DOMEL, d. o. o., Železniki, Slovenija), 
 rotorsko-statorski homogenizator IKA T10 Basic Ultra-Turrax (IKA®-Werke GmbH & Co.KG, 
Staufen, Nemčija), 




Zmrznjenim celicam smo dodali 250 µl ohlajenega pufra za lizo RIPA in jih s površine celičnih plošč za 
gojenje celičnih kultur postrgali s strgalom. Vzorce smo na ledu prenesli v mikrocentrifugirke in jih dobro 
homogenizirali z rotorsko-statorskim homogenizatorjem. Nato smo vzorce ob stresanju inkubirali eno uro 
pri 4 °C in jih nato po končani inkubaciji centrifugirali 15 min, pri 12000 rpm in 4 °C. Raztopino, ki je 
vsebovala proteine, smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in izmerili koncentracijo izoliranih proteinov s 
setom Pierce, po navodilih proizvajalca. Koncentracijo proteinov smo določili v dveh tehničnih ponovitvah 
v 96-jamičnih mikrotitrskih ploščah s spektrofotometrom Epoch. 
3.8.2 Ločevanje proteinov na gelu in metoda prenosa western 
Pripomočki in reagenti: 
 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 NuPAGE LDS Sample pufer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ZDA), 
 pufer za ločevanje proteinov (25 mM Tris/HCl, 0,1-odstotni SDS, 192 mM glicin), 
 pufer za mokri prenos proteinov (25 mM Tris/HCl, 192 mM glicin, 20-odstotni metanol), 
 akrilamid-bisakrilamid (29:1) (A2792, Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 1,5 M tris/HCl, pH = 8,8, 
 1 M tris/HCl, pH = 6,8, 
 raztopina tetrametilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 10 % (m/v) amonijev persulfat (APS) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 sistem Bio-Rad za SDS-PAGE in mokri prenos proteinov (Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA), 
 PVDF membrana (Millipore (Immobilon-P Membranes), MA, ZDA), 
 PBS (1,5 M NaCl, 10 mM KH2PO4, 9 mM Na2HPO4, pH = 7,4), 
 5-odstotno nemastno mleko (Pomurske mlekarne, Murska Sobota, Slovenija) v pufru PBST 
(1,5 M NaCl, 10 mM KH2PO4, 9 mM Na2HPO4, pH = 7,4 in 0,1-odstotnega (v/v) Tween 20 
(Sigma-Aldrich, MO, ZDA)), 
 substrat za merjenje kemiluminiscence SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher 
Scientific, MA, ZDA), 
 kamera LAS-4000 (Fujifilm, Singapur). 
75 µl vsakega proteinskega vzorca smo dodali 25 µl nanašalnega pufer NuPAGE, ki smo mu predhodno 
primešali 2-merkaptoetanol. Zmes smo dobro premešali in inkubirali 10 min pri 70 °C. 10 µg vzorca smo 




Gel je bil sestavljen iz gostejšega (12-odstotnega) spodnjega dela za ločevanje proteinov in zgornjega 
(4-odstotnega) redkejšega dela za zgoščevanje proteinov, kot je razvidno iz preglednice 12. 
Preglednica 12: Sestava gela za PAGE. 
 12 % ločevalni gel [µl] 4 % zgoščevalni gel [µl] 
Akrilamid-bisakrilamid 3000 500 
1 M Tris/HCl, pH = 6,8 / 630 
1,5 M Tris/HCl, pH = 8,8 2500 / 
10 % SDS 100 50 
Voda 4290 3430 
10 % APS 100 50 
TEMED 6 5 
Po nanosu proteinov na gel je ločevanje proteinov z elektroforezo začetnih 30 minut teklo pri stalni 
napetosti 50 V, nato pa se je nadaljevalo še eno uro pri napetosti 100 V. Ločene proteinske vzorce smo 
iz gela nato prenašali na membrano PVDF pod stalnim električnim tokom 200 mA, 2 uri in pri 4 °C v pufru 
za moker prenos proteinov. Sledila je inkubacija membrane s 5-odstotnim mlekom v PBST eno uro, pri 
sobni temperaturi, in nato še inkubacija s primarnimi protitelesi (seznam primarnih protiteles je naveden 
v preglednici 13) ob blagem stresanju. Primarna protitelesa so bila proizvedena v kuncih in pripravljena v 
5-odstotnem mleku v PBST. Po inkubaciji smo membrane trikrat spirali v PBST pufru po 10 min. Nato 
smo eno uro na sobni temperaturi membrano inkubirali še s sekundarnimi protitelesi proti kuncu (ABCAM, 
ab205718, redčitev: 1:1000), pripravljenih v 5-odstotnem mleku v PBST. Po trikratnem spiranju 
membrane smo po navodilih proizvajalca dodali reagent SuperSignal Pico za detekcijo proteinov. 
Kemiluminiscenco smo izmeri s kamero LAS-4000. 
Preglednica 13: Tehnični podatki primarnih protiteles za metodo prenosa western. 
Protitelo proti proteinu Proizvajalec Kataloška številka, lot Redčitev 
CYP51 
Izdelano po naročilo proti 
peptidu  
QRLKDSWAERLDFNPDRY 
v laboratoriju profesorja David 
E. Ong-a na Univerzitetnem 
medicinskem centru 
Vanderbilt, Nashville, TN 
/ 1:500 
GAPDH Abcam ab8245, GR3252900-1 1:1000 
3.9 Izolacija in analiza sterolov iz vzorcev jeter, primarnih hepatocitov in celične 
linije  
Izolacija in analiza sterolov sta bili opravljeni v sodelovanju s Cenetom Skubicem po opisanem postopku 
dela (34). Izolacija je bila opravljena na vzorcih jeter Cyp51 KO in WT miši, primarnih hepatocitih, izoliranih 
iz jeter miši Cyp51LC, in njihovih kontrolah ter iz celičnih linij Hepa 1-6 in Cyp51 KO. Analiza sterolov je 
bila opravljena s plinsko kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo (GC/MS) na HPLC Shimadzu 




so bile normalizirane na interni standard (D7-latosterol; Avanti Polar Lipids,Alabaster, AL, ZDA), medtem 
ko smo koncentracije primarnih hepatocitov normalizirali na 100 µg celokupnih proteinov in interni 
standard. Iz kromatogramov smo določevali sterole: latosterol, cimosterol, lanosterol, 
24,25-dihidrolanosterol, dezmosterol, 7-dehidrolanosterol, 24-dehidrolatosterol, dezmosterol, T-MAS, 
7-dehidrodesmosterol, 7-dehidroholesterol in holesterol. 
Statistična analiza sterolnih podatkov iz jeter miši Cyp51 KO je bila opravljena v sodelovanju z dr. Petrom 
Juvanom v paketu LIMMA v programskem okolju R. Za oceno odvisnih spremenljivk (starost + genotip + 
spol + starost:spol) smo uporabili model linearne regresije. Za oceno statistične pomembnosti učinkov 
smo uporabili test ANOVA tipa III in upoštevali popravek FWER (α = 0,05) za testiranje mnogoterih 
hipotez. Za testiranje razlik med genotipi sterolnih podatkov celične linije in primarnih hepatocitov smo 
uporabili Studentov t-test (p = 0,05). 
3.10 Izolacija RNA iz mišjih jeter, primarnih in nesmrtnih hepatocitov 
 TRI Reagent (T9424, Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 izopropanol (Avantor Performance Materials (J. T. Baker), PA, ZDA), 
 kloroform (Carlo Erba Reagents, Milano, Italija), 
 glikogen v koncentraciji 5 mg/ml (AM9510, Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA), 
 75-odstotna raztopina etanola (Sigma-Aldrich, MO, ZDA),  
 voda za injiciranje (Braun Medical Supplies, Inc., Melsungen, Nemčija), 
 centrifuga Centric 200R (DOMEL, d. o. o., Železniki, Slovenija), 
 spektrofotometer NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA), 
 digitalna suha kopel AccuBlock (Labnet, NJ, ZDA), 
 analizator Agilent 2100 (Agilent Technologies, CA, ZDA). 
Iz vzorcev jeter miši Cyp51 KO in WT, primarnih hepatocitov iz jeter Cyp51LC in Cyp51LCwt miši in klonov 
celičnih linij Hepa 1-6, Cyp51 KO in Cyp51 WT smo RNA izolirali po navodilih proizvajalca. Na kratko, 
vzorcem smo dodali 1 ml TRI Reagenta in jih dobro homogenizirali. Sledil je dodatek 200 µl kloroforma 
in 15-minutno centrifugiranje pri 12000 x g in 4 °C. Zgornjo vodno fazo smo prenesli v nove epice proste 
RNAaz, jim dodali 500 µl ohlajenega izopropanola, dobro premešali in dodali še 5 µl glikogena ter zmes 
inkubirali eno uro pri –80 °C. Oborino smo centrifugirali 20 minut pri 12000 x g in 4 °C. Odstranili smo 
izopropanol in oborino 4-krat sprali z ohlajeno raztopino 75-odstotnega etanola. Na koncu smo jo sušili 
pri 40–45 °C, dokler nismo več zaznali etanola (približno 30–40 min). RNA vzorce smo raztopili v vodi za 




ki so zadostili pogoju čistosti (opisani so v poglavju 3.4.4), uporabili za analizo qPCR. Vzorcem jeter miši 
Cyp51 KO in WT, ki so bili namenjeni za analizo DNA-mikromrež, smo dodatno preverili razgrajenost 
RNA na analizatorju Agilent 2100 s setom Agilent RNA 6000. 
3.11 Prepis RNA v cDNA 
Pripomočki in reagenti: 
 voda za injiciranje (Braun Medical Supplies, Inc., Melsungen, Nemčija), 
 rekombinantna DNaza I (kat. št. 04716728001, Roche, Basel, Švica), 
 cDNA Transcriptor Universal cDNA Master sintezni set (kat. št. 05893151001, Roche, Basel, 
Švica), 
 ciklični termostat za verižno reakcijo s polimerazo Applied Byosystems 2720 (Life Technologies; 
Applied Biosystems Inc., Foster City, ZDA). 
cDNA smo sintetizirali v dvostopenjskem procesu. Najprej smo 2 µg RNA v končnem volumnu 10 µl vode 
za injiciranje, dodali 5 µl reakcijske zmesi rekombinantne DNaze za razgradnjo DNA (preglednica 14) in 
vzorce inkubirali 15 min pri 30 °C in 10 min pri 75 °C. Nato smo vsakemu vzorcu dodali še 5 µl reakcijske 
mešanice reverzne transkriptaze (preglednica 15) in izpostavili vzorce sledečemu temperaturnemu 
programu: 5 min pri 25 °C, 10 min pri 55 °C in 5 min pri 85 °C. Vzorčno cDNA smo po končnem postopku 
inkubacij štirikrat redčili z vodo za injiciranje. 
Preglednica 14: Priprava osnovnih reakcijskih zmesi za razgradnjo DNA. 
Količina RNA 2 µg 5 µg 
 Volumen za en vzorec [µl] 
10x pufer DNAza I 1,5 2,25 
Encim DNaza I 0,25 0,25 
Voda 3,25 5 
Končni volumen 5 7,5 
Preglednica 15: Priprava osnovnih reakcijskih zmesi za sintezo cDNA. 
Količina RNA 2 µg 5 µg 
 Volumen za en vzorec [µl] 
Transcriptor Universal reakcijska transkriptaza 1 2 
Transcriptor Universal reakcijski pufer 4 8 





Poleg priprave vzorčne cDNA smo izvedli še sintezo cDNA za validacijo začetnih oligonukleotidov iz petih 
naključno izbranih vzorcev. Pripravili smo 5 µg zmesi RNA v 15 µl vode in opravili prepis v cDNA po 
zgoraj navedenem postopku. Prisotnost kontaminacije z DNA smo preverili z vključitvijo negativne 
kontrole RNA, ki ji nismo dodali encima reverzne transkriptaze. Morebitno kontaminacijo z reagenti pa 
smo preverili z dodatkom druge negativne kontrole, kjer smo RNA vzorec nadomestili z vodo. Pripravili 
smo redčitveno vrsto ter cDNA po prepisu zaporedno redčili v sledečem zaporedju: osnovna raztopina 
cDNA, dvakratna redčitev, štirikratna redčitev, šestnajstkratna redčitev, štiriinšestdeset-kratna redčitev ter 
zadnja, 256-kratna redčitev. 
3.12 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
Pripomočki in reagenti: 
 oligonukleotidni začetniki (2,5 μM) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 voda za injiciranje (Braun Medical Supplies, Inc., Melsungen, Nemčija), 
 LightCycler 480 SYBR Green I Master (2x) (04707516001, Roche, Basel, Švica), 
 384-jamične plošče LightCycler 480 (kat. št. 04729749001, Roche, Basel, Švica), 
 aparat LightCycler 480 (Roche, Basel, Švica). 
Analizo izražanja izbranih genov v jetrih Cyp51 KO miši, primarnih hepatocitih Cyp51LC in v nesmrtni 
celični liniji Cyp51 KO smo preverili s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času 
(RT-qPCR). Za reakcijo qPCR smo pripravili 3 µl izhodiščne cDNA in ji dodali 17 µl reakcijske mešanice 
(preglednica 16). Mešanico smo močno premešali in centrifugirali 2 min pri 2000 rpm in 4 °C. V treh 
tehničnih ponovitvah smo prenesli po 5 µl zmesi v 384-jamično mikrotitrsko ploščo. Temperaturni program 
qPCR reakcije je podan v preglednici 17. Po koncu pomnoževanja smo opravili še analizo talilne krivulje, 
s katero smo preverili čistost nastalih produktov. 
Preglednica 16: Priprava reakcijske mešanice za qPCR. 
 1 reakcija 
1 vzorec (3 tehnične ponovitve + 
napaka pri pipetiranju) 
 Volumen [μl] Volumen [μl] 
2x SYBR Green I 2,5 10 
0,5 µM mešanica izbranih oligonukleotidnih 
začetnikov (navedeni v preglednici 18) 
0,6 2,4 






Preglednica 17: Temperaturni program qPCR postopka. ~ - neskončno. 
Korak Število ciklov Temperatura [°C] Čas 
Predinkubacija 1x 95 10 min 
 
45x 
95 10 sek 
Pomnoževanje 60 20 sek 
 72 20 sek 
 
1x 
95 5 sek 
Talilna krivulja 65 60 sek 
 97 kontinuirano segrevanje 
Ohlajanje 1x 40 ~ 
3.12.1 Izbira referenčnih genov in začetnih oligonukleotidov 
Za analizo genske ekspresije smo uporabili oligonukleotidne začetnike referenčnih genov in izbrane gene, 
ki so navedeni v preglednici 18. Za referenčna gena pri analizi vzorcev jeter Cyp51 KO miši smo izbrali 
Hmbs in Utp6, ki sta se v predhodni raziskavi izkazala za najbolj stabilna (210). Pri vzorcih celične linije 
Hepa 1-6 Cyp51 KO in primarnih hepatocitih smo uporabili dodatni referenčni gen Actb, ko je to bilo 
izvedeno v predhodni študiji (212). Vsi izbrani oligonukleotidni začetniki so bili že uporabljeni v raziskavah 
naše raziskovalne skupine, vendar smo pri vseh z uporabo redčitvene krivulje ponovno preverili 















Preglednica 18: Seznam izbranih referenčnih in oligonukleotidnih začetnikov. 






























LXRa jetrni X receptor ACTTCAGTTACAACCGGGAAGA GCTCTGGAGAACTCAAAGATGG 
Rorc 












Lipc lipaza C ACAAGGCGTGGGAACAGA TGGCTTCTTTAATGGCTTGC 
Ctnnb1 katenin beta  GCAGCAGCAGTTTGTGGA TGTGGAGAGCTCCAGTACACC 
Tgfb1 dejavnik tumorske rasti β1 GCACCATCCATGACATGAACC AAGTCAATGTACAGCTGCCGC 
Tgfb2 Dejavnik tumorske rasti β2 CCCCGGAAACTGATGGATTT TCCGTGTTGTGGTTGATGTTG 
sXbp1 vezavni X-box protein 1 CTGAGTCCGAATCAGGTGCAG GTCCATGGGAAGATGTTCTGG 















domena abhidrolaz, ki 
vsebuje 5 
GATGAAAGCGATGGCGGC CAGCAAGATCTGGTCGCTCA 









Actb beta aktin CTTCCTCCCTGGAGAAGAGC ATGCCACAGGATTCCATACC 
Cyp8b1 
 
sterol 12α-hidroksilaza AAGGCTGGCTTCCTGAGCTT AACAGCTCATCGGCCTCATC 
Cyp7a1 
 
holesterol 7α-hidroksilaza CAGGGAGATGCTCTGTGTTCA AGGCATACATCCCTTCCGTGA 
Cyp27a1 
 




3.12.2 Analiza izražanja genov 
Analiza izražanja genov v jetrih Cyp51 KO miših je bila opravljena po opisanem postopku (79), medtem 
ko smo statistično analizo v primeru izražanja genov v primarnih hepatocitih in celični liniji Cy51 KO 
opravili v programu GraphPad Prism 6.0. Pri hkratnem primerjanju več skupin z vsaj dvema neodvisnima 
spremenljivkama (spol, starost, genotip) smo uporabili test dvosmerne ANOVE in Bonferronijev popravek 
za hkratno testiranje več hipotez. Test enosmerne ANOVE smo uporabili pri analizi enega dejavnika 
(genotip) z enakim popravkom. 
3.13 DNA-mikromreže mišjih jeter s tarčnim izbitjem gena Cyp51 
Globalno analizo transkriptoma smo z DNA-mikromrežami Affymetrix izvedli na vzorcih jetrnih tumorjev z 
okoliškim tkivom in njihovimi neodvisnimi kontrolnimi jetrnimi vzorcih Cyp51 KO miši. V poskus z DNA-
mikromrežami smo vključili le vzorce tumorjev, ki so bili histološko opredeljeni kot HCC. Vsi vzorci, 
vključeni v postopek, so navedeni v preglednici 19. 
Preglednica 19: Seznam vzorcev 24-mesečnih Cyp51 KO miši za poskus z DNA-mikromrežami. ↔ označuje sorodne vzorce, 
t. i. različne vzorce tkiva, ki so bili vzeti iz posamične Cyp51 KO miši. 
Vzorci 24-mesečnih miši 
Genotip 
Cyp51 WT Cyp51 KO 
Tkivo 
normalno okoliško HCC 
Spol 
samice 4 4 ↔ 4 
samci 4 2 ↔ 2 
3.13.1 Hibridizacija DNA-mikromrež 
Pripomočki in reagenti: 
 GeneChip® Mouse 2.0 ST Arrays (Affymetrix, CA, ZDA), 
 GeneChip® WT PLUS Reagent Kit (Affymetrix, CA, ZDA), 
 GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix, CA, ZDA), 
 hibridizacijska pečica GeneChip® 645 (Affymetrix, CA, ZDA), 
 GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix, CA, ZDA), 
 GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, CA, ZDA), 
 voda za injiciranje (Braun Medical Supplies, Inc., Melsungen, Nemčija), 
 100-odstotni etanol. 
Pripravo vzorcev in postopek z DNA-mikromrežami smo izvedli po navodilih proizvajalca. Uporabili smo 




V dvostopenjskem postopku smo sintetizirali dvoverižno cDNA, označeno s promotorskim zaporedjem 
T7. Nato smo cDNA pomnožili v enoverižno cRNA, jo očistili in prepisali v enoverižno cDNA s standardnim 
razmerjem nukleotidov dUTP. Sledila je fragmentacija cDNA na mestih dUTP in označevanje nastalih 
kratkih odsekov z biotinom. Fragmente, označene z biotinom, smo dodali v hibridizacijsko mešanico, 
vnesli posamične vzorce na DNA-mikromreže ter jih hibridizirali 17 ur pri 45 °C in 60 obratih na minuto v 
hibridizacijski pečici. DNA-mikromreže smo po končani hibridizaciji sprali, jih označili s streptavidin-
fikoeritrinskim barvilom in jih posneli s čitalcem GeneChip® Scanner 3000 7G. 
3.13.2 Statistična analiza rezultatov hibridizacije na mikromrežah 
Analiza podatkov DNA-mikromrež je bila v različnih programskih paketih Bioconductor v okolju R 
opravljena v sodelovanju z dr. Petrom Juvanom. V ta namen smo najprej preverili kakovost 
hibridizacijskega postopka DNA-mikromrež s programom Affymetrix Expression ConsoleTM verzije 1.3 
(Affymetrix, CA, ZDA) in s paketom Bioconductor ArrayQualityMetrics (213). Normalizacija izvornih 
vrednosti intenzitet signalov je bila opravljena z metodo RMA paketa Bioconductor Oligo (214), kot je 
prikazano na sliki 6. 
 
Slika 6: Analiza kakovosti DNA-mikromrež z grafom obročev z ročaji logaritmiranih relativnih vrednosti jakosti signala. 
Za analizo različno diferenčno izraženih genov smo uporabili programski paket Bioconductor Limma 
(215), ki temelji na prileganju linearnega modela regresije z empiričnim Bayesovim glajenjem standardnih 
napak. Pri tem smo upoštevali dve neodvisni spremenljivki (genotip in spol) in njuno interakcijo 
(genotip:spol) ter za testiranje mnogoterih hipotez s pragom značilnosti (α = 0,05) še popravek FDR (angl. 
False Discovery Rate). Gensko anotacijo smo opravili s paketoma Bioconductor Affycoretools (216) in 
Annaffy (217). Nadalje smo uporabili programski paket Bioconductor PGSEA (218) za analizo obogatitve 




(angl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes – KEGG) (215) in baze eukariontskih prepisovalnih 
dejavnikov (angl. TRANScription FACtor database – TRANSFAC) (219). Z upoštevanjem popravka FDR 
in postavitvijo praga statistične značilnosti (p = 0,05) smo preverili razlike v izražanju diferenčno izraženih 
genov, KEGG poti in prepisovalnih dejavnikov med genotipoma, spoloma v tumorskem in normalnem 
jetrnem tkivu. Podatki so prikazani v preglednicah S5–7 objave Blagotinšek Cokan K. in sod. (79). Opravili 
smo ponovno analizo podatkov 19-tedenskih Cyp51 KO miši pod zaporedno številko #GSE58271, ki je 
opisana v naslednjem poglavju 3.14.1. Izvorne in normalizirane podatke 24-mesečnih miši smo naložili v 
podatkovno bazo Gene Expression Omnibus (GEO) pod zaporedno številko #GSE127772. 
Funkcionalno obogatena mreža molekularnih procesov z diferenčno izraženimi pozitivnimi in negativnimi 
geni pri Cyp51 KO samcih in samicah smo pripravili s programom NetworkAnalyst (220). Vizualni izris 
mreže interakcij med prepisovalnimi dejavniki 24-mesečnih Cyp51 KO miši smo opravili z orodjem 
STRING (221), ki vsebuje eksperimentalne podatke in podatke drugih podatkovnih baz. 
3.14 Primerjalna funkcionalna genomska analiza podatkov mišjih jeter s tarčnim 
izbitjem gena Cyp51 in izbranih podatkov pacientov z NAFLD povezanim HCC 
3.14.1 Izbira transkriptomskih podatkov patologij jeter pri ljudeh 
Za identifikacijo ustreznega nabora javno dostopnih podatkov smo izbrali repozitorija genskih podatkov 
ArrayExpress (EBI) in Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO). Uporabili smo ključne iskalne izraze: 
˝HCC˝, ˝presnovno povezan HCC˝ (angl. metabolic associate HCC) in ˝presnovni HCC˝ ter iskali med 
raziskavami, ki bi vključevale oba spola. Za ovrednotenje vloge presnove holesterola na razvoj 
hepatokarcinogeneze smo izbrali dva podatkovna seta s presnovo povezanega HCC pri ljudeh. 
Podatkovni set ST (222), ki je dostopen pod pristopno številko GEO GSE33814, je vseboval ekspresijske 
podatke pacientov, ki so imeli diagnosticirano steatozo ali steatohepatis ob kirurški resekciji s presnovo 
povezanih tumorjev na jetrih. Upoštevali smo le vzorce z znanimi podatki o spolu. Vzorci so bili razporejeni 
v dve skupini. V kontrolni skupini smo združili vzorce normalnih jeter in vzorce s steatozo (CTL), druga 
skupina je vsebovale podatke pacientov s steatohepatitisom in cirozo (preHCC) (preglednica 20). 
Preglednica 20: Seznam vzorcev podatkovnega seta ST pri ljudeh pod zaporedno številko #GSE33814, ki smo jih vključili v 
primerjalno funkcionalno genomsko analizo. 




steatohepatitis in ciroza steatoza kontrola 
Spol 
ženske 2 6 5 




Drugi podatkovni set DA (223) je vseboval podatke o izražanju genov le pri pacientih moškega spola z 
diagnosticirano cirozo jeter (CIR) ali hepatocelularnim karcinomom (HCC) ter podatke pacientov s 
kontrolnimi jetrnimi vzorci (CTL) (preglednica 21). Podatkovni set DA je dostopen pod zaporedno številko 
GEO #GSE45050. 
Preglednica 21: Seznam vzorcev podatkovnega seta DA z zaporedno številko #GSE45050, ki smo jih vključili v primerjalno 
funkcionalno genomsko analizo. 
DA vzorci 
Diagnoza 
HCC CIR CTL 
Spol moški 6 5 5 
Oba podatkovna seta ljudi smo primerjali s podatki Cyp51 KO miši obeh spolov, starih 19 tednov 
(preglednica 22) in 24 mesecev (preglednica 19). 
Preglednica 22: Seznam vzorcev 19-tedenskih miši podatkovnega seta #GSE58271, vključenega v primerjalno funkcionalno 
genomsko analizo. 




Samice 3 3 
Samci 3 3 
3.14.2 Primerjalna funkcionalna genomska analiza 
Primerjalno funckionalno genomsko analizo smo opravili v sodelovanju z dr. Petrom Juvanom. Na kratko, 
ponovna normalizacija podatkov je bila opravljena z metodo RMA paketa Bioconductor Oligo (214). Vsi 
mišji geni so bili preslikani na človeške ortologe glede na ENSEMBL oznako ID genov v programu BioMart 
(224). Analizo diferenčno izraženih genov smo opravili s programskim paketom LIMMA Bioconductor v 
okolju R, kot je to opisano v poglavju 3.13.2, in temelji na prileganju linernega regresijskega modela in 
empiričnem Bayesovem principu. Diferenčno izražanje smo preračunali glede na različne kontraste 
neodvisnih sprejemljivk posamičnih podatkovnih setov in njihove interakcije (24M.KO~WT, 19W.KO~WT, 
ST.preHCC~CTL (kontrasti pri obeh spolih) in DA.CIR~CTL ter DA.HCC~CTL (kontrasta samo za moške 
vzorce)). Pri podatkovnem setu ST smo upoštevali dve neodvisni sprejemljivki in njuno interakcijo (HCC 
+ spol + HCC:spol), medtem ko smo pri podatkovnem setu DA vključili le neodvisno sprejemljivko 
diagnoza (HCC, CIR ali CTL). Pri mišjih podatkovnih setih smo upoštevali sprejemljivki genotip in spol ter 
njuno interakcijo (genotip + spol + genotip:spol). Genske skupine smo sestavili na osnovi podatkovnih 
baz Reactome (225), KEGG (226) in TRANSFAC verzije 2020.1 (219). Z uporabo paketa PGSEA smo 
testirali le skupine, ki so vsebovale vsaj pet elementov (218). Skupine prepisovalnih dejavnikov smo 
sestavili glede na ID oznako prepisovalnih dejavnikov, neodvisno od njihovih vezavnih mest. Pri statistični 




3.15 Statistična analiza 
Statistična analiza biokemijskih parametrov plazme, podatkov o telesni teži, teži jeter in relativni teži jeter, 
in meritev sterolnih parametrov Cyp51 KO miši je bila opravljena v sodeluvanju z dr. Petrom Juvanom v 
paketu LIMMA v programskem okolju R. Za oceno odvisnih spremenljivk ter interakcije (starost + genotip 
+ spol + starost:spol) smo uporabili model linearne regresije. Za ugotavljanje statistične pomembnosti 
učinkov smo izvedli analizo podatkov s testom ANOVA tipa III in upoštevali popravek FWER (α = 0,05) 
za testiranje mnogoterih hipotez. Ostale statistične analize na jetrih in primarnih hepatocitih Cyp51LC in 
Cyp51LCwt miši ter nesmrtni celični liniji hepatocitov smo naredili v programu GraphPad Prism 6.0. Test 
dvosmerne ANOVE z Bonferronijevim popravkom za hkratno testiranje več hipotez smo uporabili pri 
primerjavi več skupin z vsaj dvema dejavnikoma vpliva (spol, starost, genotip). Test dvosmerne ANOVE 
in Tukeyev popravek smo uporabili pri oceni statističnih razlik lipidnih kapljic v primarnih hepatocitih, ki 
smo jih pomeriili z analizo FACS. Enosmerna ANOVA z Bonferronijevim popravkom je bila uporabljena 
pri le enem dejavniku (genotip). Za testiranje razlik med genotipi v izražanju sterolnih intermediatov v 
nesmrtni celični liniji hepatocitov in primarnih hepatocitih smo uporabili Studentov t-test (p = 0,05). 






4.1 Miši s tarčnim izbitjem gena Cyp51 v jetrih v poznem starostnem obdobju 
Želeli smo preveriti, kako dolgotrajno motena sinteza holesterola zaradi izbitega gena Cyp51 vpliva na 
fiziološke funkcije jeter. Pričakovali smo, da bodo jetrne patologije, ki so bile opisane za mlade odrasle 
živali (210) vodile v predčasno smrtnost. V nasprotju s pričakovanji so miši s tarčnim izbitjem gena Cyp51 
živele do 24 mesecev starosti, kar kaže na ohranjanje zadostne funkcije jeter. V okviru predloženega 
doktorskega dela smo uporabili miši s tarčnim izbitim genom Cyp51 v poznem delu sinteze holesterola v 
hepatocitih (Cyp51 KO) in kontrolne miši (Cyp51 WT) pri starosti 12, 18 in 24 mesecev. Razplod ter 
žrtvovanje miši sta potekala v Medicinskem eksperimentalnem centru pod vodstvom dr. Martine Perše in 
sta podrobno opisana v doktorskem delu dr. Gregorja Lorbka (203). V ta del raziskave smo vključili 104 
miši dveh genotipov (Cyp51 KO in WT) pri treh starostih (12, 18 in 24 mesecev), kot je razvidno iz 
preglednice 23. 
Preglednica 23: Število živali v poznem starostnem obdobju po genotipu, spolu in starosti, ki so bile vključene v raziskavo 
opredelitve vloge dolgotrajnega izbitega gena Cyp51 v jetrih na razvoj tumorjev. Ž – samice, M – samci. 
Genotip Spol Starost [meseci] Število živali Skupaj 
Cyp51 WT Ž 
12 10 
29 18 10 
24 9 
Cyp51 WT M 
12 8 
26 18 9 
24 9 
Cyp51 KO F 
12 8 
27 18 10 
24 9 
Cyp51 KO M 
12 8 
22 18 8 
24 6 
Skupaj    104 
4.1.1 Opredelitev dolgotrajnega učinka izbitja gena Cyp51 v hepatocitih na razvoj 
jetrnih tumorjev 
Patomorfološki pregled miši Cyp51 KO je pokazal pojav tumorjev na jetrih od 12 meseca dalje pri samicah 
in 18 meseca dalje pri samcih. Tumorji so bili opredeljeni kot makroskopsko vidni vozlički (> 1 mm) 
različnih barv (slika 7). Pojavnost tumorjev po spolu, genotipu in starosti je predstavljena v preglednici 24. 
Tumorje smo opazili le pri miših s pogojnim izbitim genom Cyp51 v jetrih in pokazali, da je bila njihova 
pojavnost pri samicah 77,8 % in pri samcih 50 % pri 24 mesecih starosti. Pri tem statistično značilne 
povezave pojavnosti tumorjev glede na genotip, spol ali starost z dvosmerno ANOVO in Bonferronijevim 




opazili. Pri enem od kontrolnih samcev smo pri starosti 24 mesecev makroskopsko opazili vozlič 
(preglednica 24), ki je bil kasneje histološko opredeljen kot adenom in se lahko pri starejših miših razvije 
spontano (227). 
 
Slika 7: Reprezentativni sliki jetrnih tumorjev (a, b) pri Cyp51 KO miših, obeh spolov, pri starosti 24 mesecev, s številnimi 
makroskopsko vidnimi vozlički (> 1 mm) različnih barv (obrobljeni z belo črtkano črto in označeni s T). T – tumor. 
 
Preglednica 24: Pojavnost tumorjev na jetrih miši pri posamičnem genotipu, spolu in starosti. Ž – samice, M – samci. 
Genotip Spol Starost [meseci] Pojavnost tumorjev 
Cyp51 WT Ž 
12 0/10 (0 %) 
18 0/10 (0 %) 
24 0/9 (0 %) 
Cyp51 WT M 
12 0/8 (0 %) 
18 0/9 (0 %) 
24 1/9 (11,1 %) 
Cyp51 KO Ž 
12 1/8 (12,5 %) 
18 5/10 (50 %) 
24 7/9 (77,8 %) 
Cyp51 KO M 
12 0/8 (0 %) 
18 2/8 (25 %) 
24 3/6 (50 %) 
 
Pri Cyp51 KO miših smo z uporabo modela linearne regresije opazili statistično značilen padec telesne 
teže, v primerjavi s kontrolnimi skupinami živali, ki je bil pri samcih prisoten že pri 18 mesecih, pri samicah 
pa šele pri 24 mesecih starosti. Povečala se je teža jeter KO miši, predvsem pri samicah, starih 24 





Slika 8: Ovrednotenje telesne teže, teže jeter in relativne teže jeter pri miših različnih genotipov, starosti in spola. Relativna 
teža jeter je bila znatno povečana pri KO samicah, starih 24 mesecev. Cyp51 KO miši obeh spolov so pri različnih starostih 
znatno pridobile na teži jeter in izgubile na telesni teži. Svetlejši barvni pasovi so 95 % intervali zaupanja. Točke prikazu jejo 
posamične meritve (prikazanih 5–10 miši/skupino). g – gram, Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Preglednica 25: Statistično značilne razlike med telesno težo, težo jeter in relativno težo jeter pri miših obeh genotipov in spolov 
v različnih starostnih obdobjih, analizirane z modelom linearne regresije. Minus pri izračunu srednje razlike ponazarja nižjo 
vrednost pri KO miših v primerjavi z WT. g – gram, Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost 
p < 0,05; ** vrednost p < 0,01; *** vrednost p < 0,001. 
Parameter Skupina 1 Skupina 2 Srednja razlika 
Prilagojena 
p - vrednost 
Teža miši [g] KO WT -2,54 < 0,001 *** 
 18M.KO.M 18M.WT.M -6,86 < 0,001 *** 
 24M.KO.Ž 24M.WT.Ž -4,36 0,030 * 
Teža jeter [g] KO WT 0,45 < 0,001 *** 
 24M.KO.Ž 24M.WT.Ž 0,92 < 0,01 ** 
Relativna teža  
jeter [%] 
24M.KO.Ž 24M.WT.Ž 5,57 < 0,001 *** 
4.1.2 Ovrednotenje kronične jetrne okvare Cyp51 KO miši 
Da bi ocenili ohranjenost jetrne funkcije in sposobnosti regeneracije jetrnega parenhima s kronično 
moteno presnovo holesterola, smo preverili histološko stanje jeter in opredelili tip tumorjev z barvanjem s 
H&E barvilom ter imunohistokemijskim barvanjem s protitelesi proti GS. Stanje fibroze smo ocenili z 
uporabo barvila SR ter izmerili koncentracije encimov, ki se uporabljajo za določanje tipa jetrne okvare 
(aspartat aminotransferaze – AST in alanin aminotransferaze – ALT) v krvni plazmi. 
V skladu s predhodnim znanjem o reakciji žolčevodov s spremljajočim vnetjem in razrastom veznega tkiva 
smo bili pozorni predvsem na stopnjo intenzivnosti teh procesov v jetrnem parenhimu in možnostih 
obnove jetrnega tkiva ob vplivu kroničnega neravnovesja presnove holesterola. Reakcija žolčevodov, ki 
je opredeljena kot proliferacija žolčnih vodov s pogosto spremljajočo infiltracijo vnetnih celic znotraj 
portalnih polj, predstavlja, skupaj s fibrozo, pogosti znanilec številnih jetrnih patologij, vključno z NAFLD 
(228). S histopatološkim pregledom jeter med 12 in 24 mesecem smo pri Cyp51 KO miših ugotovili 
zmerno do hudo reakcijo žolčnih vodov s povezovanjem portalnih polj, ki jo je spremljalo blago vnetje 




živalih, kjer tudi ni bilo več vidne klasične histološke lobularne zgradbe jeter. Poškodbe jetrnega tkiva so 
bile izrazitejše predvsem pri samicah, kjer smo opazili izrazitejšo fibrozo, kar je v jetrih razvidno kot 
intenzivnejše imunohistokemijsko obarvanje z barvilom SR pri samicah (slika 9B). Rumeni pigment, ki 
verjetno predstavlja lipofuscin (puščica na sliki 9C), smo opazili na območjih reakcije žolčevodov v jetrih 
Cyp51 KO miši in je bil ponekod viden tudi v drugih jetrnih celicah, ki smo jih opredelili kot makrofage 
(zvezdice na sliki 9A). 
 
Slika 9: Histološko ovrednotenje jeter miši z izbitim genom Cyp51 in njihovih kontrol. Reprezentativne slike prikazujejo jetra 
miši pobarvana s (A) H&E in (B) SR, pri starosti 12 in 24 mesecih, obeh genotipov in spolov. Slike H&E in SR kontrolnih živali 
so reprezentativne za oba spola. (C) Reprezentativna slika pigmenta lipofuscina (puščica) v jetrih Cyp51 KO živali. Originalna 
povečava H&E in SR: 200x. Ž – samice, M – samci, m – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT, PC – pericentralno 




Tumorje smo v skladu z objavljenimi histološkimi merili ovrednotili kot eozinofilne/jasnocelične nodule, 
hepatocelularne adenome ali HCC (211), saj histološka ocena predstavlja zlati standard diagnoze za 
razlikovanje dveh primarnih tipov hepatocelularnih tumorjev (HCC in holangiokarcinoma), razen v primerih 
slabo diferenciranih tumorjev (229). Nobeden od ocenjenih tumorjev ni kazal histoloških značilnosti 
žolčnih tumorjev kot npr. žolčni adenom ali holangiokarcinom. Za nadaljnje molekularne analize smo 
izbrali le tumorje, ki so bili histološko razvrščeni med HCC, z značilnostmi, kot so odsotnost portalnih polj, 
jetrnih režnjičev ter hepatocitnih lobulov, zadebeljene gredice hepatocitov, solidna rast, žariščno prisotne 
tubularne in žlezam podobne strukture, nekroza, izražena mitotska aktivnost, apoptoza in polimorfizem, 
ki so vidne na sliki 10A: a–c. Za diagnostično potrditev HCC smo uporabili imunohistokemijsko barvanje 
s protitelesi proti GS, ki je bila poleg številnih ne povsem specifičnih označevalcev HCC (glipikan 3, 
arginaza 1, citokeratin 19, idr.), po nedavni študiji prepoznana kot najboljši označevalec prepoznave 
hepatocelularnih tumorjev pri miših (230). Kot je bilo pričakovano, smo pri označevanju proti GS v 
normalnem jetrnem tkivu opazili obarvanje v periportalnem območju jeter, ne pa tudi v vmesnih in 
pericentralnih območjih jeter (slika 10B: a). V tumorskem tkivu Cyp51 KO miši smo opazili različna 
obarvanja, od razpršenih žarišč (slika 10B: b) do difuzno močnejšega obarvanja tumorsko spremenjenih 
hepatocitov (slika 10B: c). 
 
Slika 10: Opredelitev tumorjev v jetrih miših z izbitim genom Cyp51. Histološke reprezentativne slike prikazujejo tumorske 
spremembe v (A: a, b) arhitekturni zgradbi jeter KO miši, obeh spolov. (A: c) Pri večji povečavi je opaziti tudi jasno proliferacijo 
s povečano mitotično aktivnostjo celic ter apoptoze. Originalna povečava: A – a: 100x, b: 200x in c: 400x. (B) Reprezentativne 
IHC slike označevanja s protitelesi za GS v normalnih jetrih kontrolnih vzorcih obeh spolov (B: a) in tumorsko spremenjenih 
jetrnih vzorcih (B: b, c). GS – glutamin sintetaza, T – tumor, PC – pericentralno območje, PP – periportalno območje, V – 






AST in ALT predstavljata encimska indikatorja membranskih okvar jetrnih celic, predvsem pri presnovnih 
motnjah jeter (231). Opazili smo statistično značilno povišanje ALT, predvsem pri samicah Cyp51 KO 
miši, ne pa tudi AST (slika 11, preglednica 26), kar predstavlja dodatni odraz poškodb v jetrih pri KO miših 
v poznem starostnem obdobju. 
 
Slika 11: Biokemijska analiza alanin aminotransferaze in aspartat aminotransferaze v krvni plazmi miši med 12 in 24 mesecem 
starosti, pri obeh genotipih in spolih. Svetlejši barvni pasovi so 95 % intervali zaupanja. Točke prikazujejo posamične meritve 
(prikazanih 5–10 miši/skupino). ALT – alanin aminotransferaza, AST – aspartat aminotransferaza, Ž – samice, M – samci, KO 
– Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Preglednica 26: Statistično značilne razlike v koncentraciji encimskih parametrov AST in ALT pri miših različnih genotipov in 
spola starih 24 mesecev (n = 5–10), pridobljene z uporabo modela linearne regresije. Alanin aminotransferaza – ALT, aspartat 
aminotransferaza - AST, Ž – samice, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05. 
Parameter Skupina 1 Skupina 2 Srednja razlika 
Prilagojena  
p - vrednost 
ALT KO.Ž WT.Ž 2,99 0,015 * 
AST / / / / 
4.1.3 Vpliv kronične presnovne bolezni na mehanistične prilagoditve jeter 
Zanimali so nas molekularni odzivi na dolgotrajno moteno sintezo holesterola v jetrih. Z analizo qPCR 
smo preverili izraženje ključnih genov, katerih proteinski produkti so povezani z uravnavanjem ravnovesja 
holesterola med staranjem, in izmerili presnovke v jetrih in krvni plazmi pri obeh spolih Cyp51 KO ter pri 
kontrolnih živalih, starih od 12 do 24 mesecev. Rezultati so grafično predstavljeni na slikah 12 in 13, z 
dodatkom statistično najpomembnejših sprememb med skupinami v preglednici 27 (samci, samice, 
Cyp51 WT in KO miši) pri vseh časovnih točkah (12, 18 in 24 mesecev starosti). 
Pri KO samicah smo opazili, da je na ravni genskega izražanja sinteze in uravnavanja holesterola prišlo 
do izrazitejše spremembe (slika 12: samice Cyp51 KO – vijolična črta, samice Cyp51 WT – črna črta) v 
primerjavi s samci (slika 12: samci Cyp51 KO – zelena črta, samci Cyp51 WT – modra črta). Ključni 
regulatorni gen sinteze holesterola Hmgcr je bil sčasoma povišano izražen pri Cyp51 KO miših, zlasti pri 




v jetrih KO miši znižano, se je pri starejših samicah Cyp51 KO izražanje povišalo (slika 12, preglednica 
27), kar je posebej zanimivo. To lahko pojasnimo s tem, da je Cyp51 izbit le v hepatocitih, ki predstavljajo 
50–60 % celične sestave jeter, preostanek pa sestavljajo druge neparenhimske celice (232), ki 
dopolnjujejo izgubo gena in tako povišajo njegovo izražanje. Med te celice lahko umestimo tudi tumorske 
spremenjene celice, ki za svojo proliferacijo potrebujejo več holesterola, sprejetega z absorpcijo iz krvne 
plazme (233, 234). Vidimo, da so bili geni v pred-lanosterolni (Sqle) in po-lanosterolni fazi tvorbe 
holesterola (Lss, Sc4mol in Nsdhl) povišano izraženi v jetrih Cyp51 KO miši, medtem ko v izražanju Dhcr7, 
katerega protein katalizira končno pretvorbo 7-dehidroholesterola v holesterol (235), ni prišlo do 
statistično značilnih sprememb (slika 12, preglednica 27). Nadalje smo pokazali, da se je izražanje genov 
sinteze žolčnih kislin Cyp8b1, Cyp7a1 in Cyp27a1 v jetrih Cyp51 KO miši, v primerjavi s kontrolami, 
zmanjšalo brez statistično pomembnih razlik med spoloma, kar usmerja na zmanjšano izločanje 
holesterola v obliki žolčnih kislin. Statistično značilno znižanje Cyp7b1 pa smo zaznali pri Cyp51 KO 
samicah v primerjavi s KO samci (slika 12, preglednica 27). Izmerili smo izražanje Srebf2, katerega 
proteinski produkt z negativno povratno zanko pomembno uravnava prepis tarčnih genov sinteze 
holesterola (236), vendar statistično značilnih sprememb nismo opazili (slika 12, preglednica 27). Lahko 
pa časovni učinek izražanja Srebf2 povežemo z izmerjenimi koncentracijami plazemskega (slika 13A, 
preglednica 27) ter jetrnega holesterola (slika 13B, preglednica 27), katerega nihanje je obratno 







Slika 12: Prilagoditve miši na moteno sintezo holesterola v hepatocitih med staranjem na ravni izražanja genov. Analiza 
izražanja genov sinteze in uravnavanja holesterola ter sinteze žolčnih kislin je prikazana z grafi s profili pri KO in WT miših, 
obeh spolov, starih 12–24 mesecev, ki smo jih pridobili z uporabo modela linearne regresije. Svetlejši barvni pasovi so 95 % 
intervali zaupanja. Točke prikazujejo posamične meritve (prikazanih 5–10 miši/skupino). Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 





Preglednica 27: Statistično značilne razlike v izražanju genov sinteze in uravnavanja holesterola ter sinteze žolčnih kislin, 
vrednostih plazemskih lipidov in sterolnih intermediatov pri KO in WT miših, obeh spolov, starih 12–24 mesecev, pridobljene z 
uporabo modela linearne regresije. Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT, TG – trigliceridi, PMK – proste 
maščobne kisline, HOL – holesterol. * vrednost p < 0,05; ** vrednost p < 0,01; *** vrednost p < 0,001. 
Parameter Skupina 1 Skupina 2 Srednja razlika 
Prilagojena 
p - vrednost 
Geni sinteze in uravnavanja sinteze holesterola ter sinteze žolčnih kislin 
Hmgcr KO WT 0,08 < 0,001 *** 
 KO.F WT.F 0,11 < 0,001 *** 
 F M 0,05 0,028 * 
Sqle KO WT 0,09 < 0,01 ** 
 KO.F WT.F 0,1 0,035 * 
Lss KO WT 0,09 < 0,01 ** 
Cyp51 F M 0,07 0,086 . 
Sc4mol KO WT 0,14 0,012 * 
Nsdhl KO WT 0,1 < 0,01 ** 
 KO.F WT.F 0,12 < 0,01 ** 
Dhcr7 KO WT -0,04 0.49 
Srebf2 KO WT 0,01 0,76 
Cyp7a1 KO WT -0,08 0,069 . 
Cyp8b1 KO WT -0,09 0,083 . 
Cyp27a1 KO WT -0,15 0,047 * 
Cyp7b1 KO.F KO.M -0,179 < 0,001 *** 
Lipidni parametri krvne plazme 
LDL KO WT 0,51 0,48 
HDL F M -0,37 < 0,001 *** 
TG KO WT -0,26 0,01 * 
PMK KO WT -0,24 0,035 * 
 F M -0,34 0,005 ** 
HOL F M -0,37 0,049 * 
Sterolni intermediati 
Lanosterol KO WT 3,37 < 0,001 *** 
Dihidrolanosterol KO WT 8,71 < 0,001 *** 
Desmosterol KO WT 0,113 0,37 
Holesterol F M 0,19 0,022 * 
Cimostenol KO WT 0,5 < 0,001 *** 
Rezultati meritev plazemskih lipidov, ki smo jih pridobili z uporabo modela linearne regresije in so 
prikazani na sliki 13A in v preglednici 27, so pokazali razlike med spoloma. Skupni holesterol, proste 
maščobne kisline, holesterol HDL in trigliceridi v krvni plazmi kažejo na nasprotne trende med spoloma. 
Vrednosti skupnega holesterola in HDL so bile pri samicah KO višje in so s starostjo še naraščale, medtem 
ko so bile vrednosti navedenih parametrov pri samcih KO v primerjavi s kontrolami nižje in so s starostjo 
padale. Nasprotno so pokazale meritve koncentracij holesterola LDL, saj so njegove vrednosti s starostjo 
naraščale pri obeh spolih KO miši (slika 13A). Potreba organizma po holesterolu se uravnava z dvema 
soodvisnima procesoma: s sintezo holesterola de novo ali s preskrbo iz krvotoka z LDL, ki se internalizira 
preko LDL receptorjev na celični površini in hidrolizira v prosti holesterol v lizosomih (236). Želeli smo 




premajhnih volumnov vzorcev plazme, ki so bili na voljo po preteklih postopkih na živalih, žal nismo mogli 
ustrezno ovrednotiti (ni priloženo). 
 
Slika 13: Meritve posameznih (A) lipidnih parametrov v krvni plazmi in (B) sterolnih intermediatov v jetrih pri miših obeh spolov, 
genotipov in starostih 12, 18 in 24 mesecev, ki smo jih pridobili z uporabo modela linearne regresije. Svetlejši barvni pasovi so 
95 % intervali zaupanja. Točke prikazujejo posamične meritve (prikazanih 5–10 miši/skupino). Ž – samice, M – samci, 
KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Da bi uvideli kompenzacijski mehanizem na ravni encimske okvare, smo preverili še tok presnovkov skozi 
biosintezo holesterola skupaj z vrednostmi holesterola (slika 13B, preglednica 27). Pri Cyp51 KO miših z 




dihidrolanosterola. Koncentracija prvega je bila povišana 100-krat, medtem ko je imel drugi kar 500-krat 
višje koncentracije v jetrih KO miši v primerjavi s kontrolnimi mišim, kar dokazuje moteno presnovno pot 
na mestu CYP51A1. Ker je bila koncentracija dihidrolanosterola višja od lanosterola, lahko sklepamo, da 
je encim DHCR24 deloval normalno. Prav tako nismo opazili sprememb na ravni izražanja gena Dhcr24, 
ki kodira encim DHCR24, med genotipoma miši (ni prikazano). V nadaljevanju poti sinteze holesterola 
sprememb v desmosterolu med KO in WT mišmi nismo zaznali. Nasprotno pa smo v primeru cimostenola 
izmerili višje koncentracije v jetrih KO miši, brez statističnih razlik med spoloma. Koncentracije sterolnih 
intermediatov FF-MAS, T-MAS, cimosterola in 24-dehidrolatosterola so bile prenizke, da bi ji lahko 
ovrednotili. V nasprotju s sterolnimi intermediati, kjer spol ni predstavljal statistično pomembnega 
parametra, se je za pomembnega, skupaj s starostjo miši, izkazal jetrni holesterol. Podobno kot pri 
plazemskemu holesterolu (slika 13A, preglednica 27) smo pokazali, da so se pri Cyp51 KO samicah med 
staranjem zvišale vrednosti jetrnega holesterola v primerjavi z KO samci, kjer statistično značilnih razlik 
nismo opazili (slika 13B, preglednica 27). 
4.1.4 Transkriptomske značilnosti s spolom povezane hepatokarcinogeneze 
Začetne statistične analize so pokazale, da je spol pomemben dejavnik pri razvoju presnovno odvisne 
hepatokarcinogeneze v jetrih miši z izbitim genom Cyp51. Da bi uspeli pojasniti s spolom povezane 
mehanizme, ki so privedli do razvoja tumorjev, smo izvedli analizo jetrnega transkriptoma z DNA-
mikromrežami. V poskus smo vključili vzorce tumorjev z okoliškim tkivom 24-mesečnih Cyp51 KO miši in 
zdrava jetra Cyp51 WT iste starosti. S ponovno analizo in primerjavo naših podatkov 24-mesečnih miši s 
podatki odraslih 19-tedenskih miši, obeh spolov, na standardni laboratorijski krmi (angl. low-fat 
no-cholesterol diet, LFnC), ki je podrobneje že opisana (210), smo spremljali razvoj hepatokarcinogeneze 
in ugotavljali zgodnje znanilce razvoja jetrnih tumorjev. 
Hierarhična razvrstitev diferenčno izraženih genov (vrednost p < 0,05) je pokazala jasno razliko med 
Cyp51 KO in WT mišmi, starih 24 mesecev (24M.KO~WT) (slika 14A). Število skupnih diferenčno 
izraženih genov KO miši obeh spolov je znašalo 1001, kar predstavlja 25 % celotnega nabora diferenčno 
izraženih genov. Opazili smo tudi jasno spolno neravnovesje v številu diferenčno izraženih genov, pri 
čemer je bilo več genov (2550; 63,4 %), vključno s Ctnnb1, Tgfb1, Gck, Gsk3b, Lmna, Gstp1, Mup20, 
Mmp2 in Mmp9, spremenjenih pri samicah z izbitim genom Cyp51 (preglednica 28). Med diferenčno 
izraženimi geni pri samcih (11,6 %) so se pojavili Trp53, Ezh2, Foxa1, Cd36 in Rb1 (preglednica 28). Pri 
obeh spolih smo zaznali, da je bila večina genov pozitivno obogatenih (slika 14B). Uporabili smo analitični 
vizualizacijski program NetworkAnalyst (220) za pripravo funkcionalne obogatitvene mreže diferenčno 




z rakom (angl. pathways in cancer) in poti interakcije receptorja za ECM (angl. ECM-receptor interaction 
pathway), medtem ko so negativno obogateni geni najbolj zastopali presnovne poti, zlasti pri samicah z 






Slika 14: Ovrednotenje transkriptomskega neravnovesja v tumorsko spremenjenih jetrih miši, starih 24 mesecev, v primerjavi 
s kontrolami (24M.KO~WT). KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. (A) Toplotni diagram s prvimi 50 diferenčno izraženimi genskimi 
prepisi je pokazal pomembne razlike med genotipoma KO in WT, kot tudi med spoloma, po hierarhičnem združevanju. (B) 
Številčni prikaz povišanih in znižanih diferenčno izraženih genov pri KO miših, primerjanih s kontrolami (24M.KO~WT), je 
razviden iz stolpčnega diagrama. (C) Funkcionalno obogatena mreža molekularnih procesov z diferenčno izraženimi 
pozitivnimi in negativnimi geni pri KO samcih in samicah, pripravljena z NetworkAnalyst. Velikost vozličev ustreza številu 
diferenčno izraženih genov, ki nastopajo v izbranem molekularnem procesu. Vozlišča vseh izraženih procesov (vrednost 
p < 0,05) so obarvana z gradacijo barv od rdeče do rumene: najbolj rumeni so najbolj pozitivno/negativno obogateni, najbolj 
rdeči so najmanj pozitivno/negativno obogateni molekularni procesi. Zeleno obrobljeni vozlišči predstavljata poti v raku in pot 
interakcije receptorja za ECM. 
Preglednica 28: Prikaz jasnega spolno odvisnega neravnovesja transkriptomskih podatkov pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših 
v primerjavi s kontrolami (24M.KO~WT). Preglednica vključuje število in odstotek spremenjenih diferenčno izraženih genov, 
značilnih za samice, samce ali skupnih obema spoloma in navaja pomembne s spolom povezane diferenčno izražene gene, 
ki smo jih izluščili med pripravo različnih vizualizacijskih omrežij diferenčno izraženih genov. 
Cyp51 KO miši, starih  
24 mesecev 
Število (odstotek) 
diferenčno izraženih genov 
Izpostavljeni diferenčno izraženi geni 
Geni izraženi pri samicah 2550 (63,4 %) 
Ctnnb1, Tgfb1, Gsk3b, Gck, Lmna, Gstp1, 
Mup20, Mmp2, Mmp9 
Geni izraženi pri samcih 458 (11,6 %) Ezh2, Foxa1, Rb1, Trp53, Cd36 







Poleg tega smo naredili nabor 10 najbolj statistično značilnih pozitivnih in negativnih diferenčno izraženih 
genov pri 19-tedenskih in 24-mesečnih miših glede na spol, kar je razvidno iz preglednice 29. Pri 
izpostavljenih genih smo preučili tudi njihove biološke funkcije. Med najbolj znižanimi diferenčno 
izraženimi geni miši, starih 19 tednov, kot tudi 24 mesecev, so izstopali tisti, katerih proteinskih produkti 
zastopajo presnovo lipidov, vendar različno sodelujejo v lipidno odvisnih poteh pri samicah in pri samcih 
miših z izbitim genom Cyp51. Večina proteinskih produktov genov z znižanim izraženjem pri 19-tedenskih 
samcih Cyp51 KO sodeluje v procesih sinteze steroidnih hormonov, poteh izločanja žolča in presnovnih 
procesih, medtem ko pri 24-mesečnih samcih z izbitim genom Cyp51 večina teh proteinskih produktov 
genov uravnava presnovo maščobnih kislin in sodeluje v signalni poti PPAR. Poleg tega smo pri samicah 
Cyp51 KO obeh starostih videli še znižanje diferenčno izraženih genov, katerih proteini so vključeni v 
presnovo arahidonske kisline, poti peroksisoma in presnovo zdravil. Pri obeh spolih Cyp51 KO miši, starih 
24 mesecev, so bili najbolj statistično značilno znižani diferenčno izraženi geni, ki so vključeni v presnovo 
retinojske in linolenske kisline. Nasprotno pa so bili najvišje zastopani diferenčno izraženi geni v Cyp51 
KO jetrih samcev, predvsem pri starosti 24 mesecev, katerih proteinski produkti so večinoma vključeni v 
različne poti, povezane z rakom, signalno pot PPAR in poti interakcije receptorja za ECM. Pri 19-tedenskih 
samicah z izbitim genom Cyp51 pa so izstopali geni, ki zastopajo signalne poti PI3K-AKT, WNT in PPAR 















Preglednica 29: Seznam 10 statistično najbolj značilnih negativno in pozitivno diferenčno izraženih genov iz celotnega 





Izražanje genov sinteze holesterola in žolčnih kislin smo preverili še na transkriptomskih podatkih miši, 
starih 24 mesecev. Če pogledamo izražanje genov sinteze holesterola, so bili vsi geni, razen Cyp51, 
povišani (preglednica 30), kar je bilo pričakovano zaradi povratnega uravnavanja po blokadi sinteze 
holesterola v hepatocitih in je v skladu z rezultati analize qPCR. Enake značilnosti izražanja so pokazali 
transkriptomski podatki genov sinteze žolčnih kislin, ki smo jih primerjali s podatki, pridobljenimi z metodo 
qPCR. 
Preglednica 30: Prikaz ključnih transkriptomskih podatkov s toplotnim diagramom, ki so vključeni v sintezo holesterola in 
žolčnih kislin pri 24-mesečnih miših z izbitim genom Cyp51 (24M.KO~WT). Temno zeleno obarvanje kaže najnižje 
spremenjene logaritemske vrednosti, temno vijolična pa najvišje logaritemsko spremenjene vrednosti. Krepko obarvani 
parametri so statistično značilni (n = 4–8 miši/skupino). M – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05; ** 










Hmgcr 0,61 0,126 0,68 0,199 
Sqle 0,9 0,009 ** 0,78 0,07 
Lss 1,12 0,044 * 0,85 0,252 
Cyp51 -2,95 < 0,001 *** -2,58 < 0,001 *** 
Nsdhl 0,59 0,039 * 0,56 0,131 
Dhcr7 0,37 0,213 0,58 0,147 
Cyp7b1 -0,41 0,386 -1,77 0,006 ** 
Cyp8b1 -2,15 0,135 -2,5 0,088 
Cyp7a1 -2,43 0,035 * -2,43 0,104 
Cyp27a1 -0,77 0,032 * -1,17 0,013 * 
Preverili smo tudi gene, ki sodelujejo v procesih steroidogeneze v jetrih. Ugotovili smo, da je gen Esr1 
statistično značilno znižan pri 19-tedenskih in 24-mesečnih Cyp51 KO samicah, medtem ko sprememb 
pri samcih v izražanju nismo zaznali. Proteinska produkta genov Cyp19a1 in Cyp17a1 lahko parakrino ali 
avtokrino delujeta na sintezo hormonov v jetrih (54, 237). Transkriptomska analiza je pokazala statistično 
značilno znižanje Cyp17a1 pri samicah Cyp51 KO, starih 19 tednov, nismo pa zaznali sprememb v 
izražanju Cyp19a1 (preglednica 31). 
Preglednica 31: Prikaz genov, pridobljenih s transkriptomsko analizo, katerih proteini sodelujejo v procesu steroidogeneze v 
jetrih pri 19-tedenskih (19T.KO~WT) in 24-mesečnih Cyp51 KO (24M.KO~WT) miših. Odebeljene vrednosti so statistično 
značilne. N.S. – ni statistično značilno, T– tedni, M – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05; ** vrednost 
p < 0,01. 
GEN 
19T.KO~WT 24M.KO~WT 























-0,30 0,872 N.S. N.S. N.S. N.S. 
Cyp19a1 -0,30 0,077 -0,69 0,174 N.S. N.S. N.S. N.S. 




Da bi lažje prepoznali ključne biološke procese, ki sodelujejo pri s spolom povezani hepatokarcinogenezi 
miši, smo z uporabo metode parametrične obogatitve genskih skupin (PGSEA) izvedli podrobnejšo 
analizo transkriptomskih podatkov. Od 323 KEGG poti smo jih v predrakavih jetrih 19-tedenskih miši z 
izbitim genom Cyp51 odkrili 209 (19T.KO~WT), medtem ko je bilo pri 24-mesečnih miših z izbitim genom 
Cyp51 (24M.KO~WT) z izrazito hepatokarcinogenezo obogatenih 240 poti v primerjavi z ustreznimi 
kontrolnimi vzorci. Iz preglednice 32 je razvidno, da se zgodnji procesi hepatokarcinogeneze, ki vključujejo 
poti povezane z rakom, pot interakcije receptorja za ECM, proteoglikanov in miRNA v raku (angl. 
Proteoglycans and MicroRNAs in cancer), apoptoze in poti HCC, aktivirajo že pri 19 tednih miših z izbitim 
genom in se stopnjujejo do 24 meseca starosti. Izstopajoča med najbolj aktivnimi potmi je bila pot 
interakcije receptorja za ECM, ki je bila izražena pri 19-tednih in 24-mesecih starih miših z izbitim genom 
obeh spolov in je v skladu s histološkimi ugotovitvami. Kronične poškodbe povzročijo številne molekularne 
spremembe v hepatocitih in tako postopno kopičenje zunajceličnih dejavnikov ECM, kar lahko privede do 
popolne arhitekturne rekonstrukcije parenhimskih celic in razvoja jetrnih tumorjev. Pri Cyp51 KO miših 
obeh spolov pri 24 mesecih starosti, ne pa tudi pri 19-tedenskih miših, smo ugotovili aktivirano signalno 
pot Hedgehog, katere aktivacija je potrebna ob kroničnih poškodbah jeter za spodbujanje regenerativnih 
procesov in vzporedni razrast fibroznih procesov (95) ter sovpada s potrjeno fibrozo jeter pri 24-mesečnih 
miših z izbitim genom. Sprememb v signalnih poteh CAR, cMET/HGFR in androgenov nismo opazili. Pri 
Cyp51 KO samicah je bila signalna pot estrogenov povišana le pri 24 mesecih. Biosinteza steroidnih 
hormonov je bila pri 19-tedenskih samcih povišana, medtem ko smo pri samicah in samcih, starih 24 















Preglednica 32: Pregled statistično najbolj značilnih obogatenih poti KEGG pri 19-tedenskih (19T.KO~WT) in 24-mesečnih 
Cyp51 KO (24M.KO~WT) miših. Odebeljene vrednosti so statistično značilne. KEGG – angl. Kyoto Encyclopaedia of Genes 
and Genomes. N.S. – ni statistično značilno, T– tedeni, M – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05; 
** vrednost p < 0,01; *** vrednost p < 0,001. 
Pot KEGG  
19T.KO~WT 24M.KO~WT 













Celični cikel 1,13 
0,01 
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Signalna pot CAR N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
Signalna pot  
cMET/HGFR 
N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
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Odkrili smo več aktivnih signalni poti, ki opisujejo s spolom povezano presnovno reprogramiranje pri raku 
jeter. Med njimi je bila tudi signalna pot TGF-β, ki je bila statistično značilno povišana pri samicah z izbitim 
genom Cyp51, starih 24 mesecev (preglednica 32). Poleg te sta bili pri samicah iste starosti izraženi še 
signalna pot WNT in pot cirkadianega ritma (angl. circadian entrainment) (preglednica 32). Želeli smo 
ugotoviti, ali sta lahko signalni poti WNT in TGF-β sprožilca za hujši potek tumorsko odvisnega fenotipa 
pri samicah mišjega modela Cyp51 KO. Ker sta bila gena Tgfb1 in Ctnnb1 statistično značilno povišana 
le pri 24-mesečnih samicah z izbitim genom (preglednica 28), smo imunohistokemijsko opredelili 
prisotnost njunih proteinov. Pri imunohistokemijskem označevanju proti TGF-β1 (slika 15) smo opazili 
šibkejše obarvanje citoplazme hepatocitov, ovalnih celic ter žolčnih vodov ter intenzivno rjavo obarvanje 
citoplazme in jeder tumorskih celic pri samicah Cyp51 KO, starih 12 in 24 mesecev. Tega nismo zaznali 
v hepatocitih in tumorskih celicah KO samcev iste starosti, kjer obarvanja ni bilo ali pa je bilo šibko. 
Medtem ko je bilo pri označevanju proti CTNNB1 (slika 15) pri Cyp51 KO samicah, starosti 12 in 24 
mesecev videti šibkejše rjavo obarvanje tumorskih celic, hepatocitov in žolčnih vodov, je bilo pri samcih  
z izbitim genom Cyp51 iste starosti opazno močnejše obarvanje tumorskih celic, hepatocitov in žolčnih 
vodov. Blaga pozitivna reakcija na področju medceličnih stikov v kontrolnih vzorcih obeh spolov kaže na 
konstitutivno aktivnost CTNNB1 znotraj normalnih jeter (238). Pozitivna imunohistokemijska reakcija 
tumorskih celic proti TGF-β1 usmerja na potencialni označevalec za spremljanje hepatokarcinogeneze 




Slika 15: Ovrednotenje intenzivnosti obarvanja proteinskih imunohistokemijskih označevalcev proti TGF-β1 in CTNNB1 v KO 
in WT jetrih miši, pri starosti 24 mesecev. Podobna opažanja so bila pri 12-mesečnih miših (ni prikazano). Originalna povečava: 







Signalna pot TGF-β, skupaj z genoma Mmp2 in Mmp9 (angl. matrix metalloproteinases ― MMPs), 
pospešuje napredovanje HCC (239), zato smo preverili še prisotnost ekstracelularnih proteinov MMP-2 
in -9, katerih gena Mmp2 in Mmp9 sta bila statistično značilno povišano izražena le pri samicah z izbitim 
genom Cyp51 pri starosti 24 mesecev (preglednica 28). Tako pri samicah kot samcih v kontrolnih vzorcih 
nismo zaznali pozitivne reakcije označevanja proti MMP2, medtem ko smo pri Cyp51 KO miših videli 
pozitivno obarvanje večjih skupin jetrnih in/ali tumorskih celic, vendar intenzitete razlikovanja 
imunohistokemijskega obarvanja proti MMP2 po spolu nismo mogli oceniti. Že pri kontrolnih miših obeh 
spolov smo zaznali blago pozitivno obarvanje proti MMP9, kar bi lahko bilo povezano z normalno jetrno 
samoobnovo (240). Pri samicah Cyp51 KO pa smo ocenili intenzivnejše obarvanje jetrnih kot tudi 
tumorskih celic v primerjavi s samci Cyp51 KO (slika 16). 
 
Slika 16: Ovrednotenje intenzivnosti obarvanja proteinskih imunohistokemijskih označevalcev proti MMP2 in MMP9 v KO in 
WT jetrih miši pri 24 mesecih. Podobna opažanja so bila pri 12-mesečnih miših (ni prikazano). Originalna povečava: 100x. Ž 
– samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Med presnovnimi lipidnimi procesi smo ugotovili znižano aktivnost presnove maščobnih kislin in sinteze 
primarnih žolčnih kislin pri samicah Cyp51 KO, starih 19 tednov in 24 mesecev ter pri 24-mesečnih samcih 
(preglednica 32), kar kaže, da je reprogramiranje presnove žolčnih in maščobnih kislin prisotno pri 
hepatokarcinogenezi samic prej kot pri samcih. 
Spremembe, ki smo jih opisali na ravni izražanja genov in poti KEGG, smo želeli povezati s prepisovalnimi 
dejavniki, ki bi lahko bili odgovorni za njihovo uravnavanje. Analiza obogatitve prepisovalnih dejavnikov 
je pokazala 321 obogatenih prepisovalnih dejavnikov v predrakavih 19-tedenskih Cyp51 KO jetrih in 142 
obogatenih dejavnikov v 24-mesečnih jetrih z izbitim genom Cyp51 v primerjavi z ustreznimi kontrolnimi 
skupinami (preglednica 33). V preglednici 33 smo navedli obogatene prepisovalne dejavnike, ki so se 
izrazili v jetrih 19-tedenskih in/ali pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših glede na spol. Med aktiviranimi 
prepisovalnimi dejavniki, ki bi lahko pomembno vplivali na razvoj hepatokarcinogeneze pri Cyp51 KO 




19-tedenskih miši z izbitim genom Cyp51 obeh spolov, medtem ko je bil SOX9 obogaten le v tumorjih 
24-mesečnih miši obeh spolov. SOX9 predstavlja pomembni regulator signalizacije WNT in se izraža v 
predniških celicah med obnovo hepatocitov po jetrnih poškodbah (241). Aktivnost HIF1α smo zaznali pri 
samicah v 19 tednu starosti, pri 24-mesečnih živalih pa je bil pozitivno obogaten pri obeh spolih miši z 
izbitim genom Cyp51. PPARα, (SOX9)2 in NFATC1 so bili obogateni le pri samicah z izbitim genom 
Cyp51 od 19. tedna starosti dalje. V primerjavi s seznamom pozitivno obogatenih dejavnikov je bil seznam 
prepisovalnih dejavnikov z znižano aktivnostjo bistveno krajši. Za značilnega, vendar spolno 
neodvisnega, se je v tumorskih vzorcih 24-mesečnih miši izkazal negativno obogaten CLOCK. Že pri 
19-tedenskih jetrnih vzorcih se je pokazalo zavrtje prepisovalnih dejavnikov HNFα in RORC pri samicah 
z izbitim genom Cyp51 in se z enakim obogatitvenim vzorcem izrazila pri obeh spolih pri 24 mesecih. Kot 
edini negativno obogaten prepisovalni dejavnik pri samcih je bil v predrakavem in rakavem tkivu NRB1, 
medtem ko se je za potencialni označevalec HCC pri samicah pokazal LXRα:RXRα z zavrto aktivnostjo. 
Pri obeh spolih smo ugotovili statistično značilno obogaten ERα pri 19-tedenskih in 24-mesečnih 


















Preglednica 33: Pregled najbolj statistično značilno obogatenih prepisovalnih dejavnikov pri 19-tedenskih (19T.KO~WT) in 24-
mesečnih Cyp51 KO (24M.KO~WT) miših. Odebeljene vrednosti so statistično značilne. N.S. – ni statistično značilno, T – 









































































































































AR N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
N.S. 
 
GPER N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
N.S. 
 










































Dodatne informacije o pomembnosti obogatenih prepisovalnih dejavnikov smo dobili z analizo 10 najbolj 
statistično značilno obogatenih prepisovalnih dejavnikov na osnovi logaritemskih spremenjenih vrednosti 
(preglednica 34). V preglednici 34 vidimo najbolj pozitivno obogatena prepisovalna dejavnika PPARα in 
onkogeno izobliko (SOX9)2 pri samicah z izbitim genom Cyp51 obeh starosti, kar smo prikazali že s 




vzorcih samic Cyp51 KO, kar v prejšnji preglednici nismo izpostavili. Za presnovno pomembna 
prepisovalna dejavnika, ki sta bila negativno obogatena specifično le pri samicah z izbitim genom Cyp51, 
starih 24 mesecev, sta se izkazala tudi LRH1 in NR1B1:RXRα (preglednica 34). LXRα:RXRα pa smo z 
rezultati preglednice 33 potrdili kot heterodimerni kompleks s statistično najbolj zavrto aktivnostjo pri 
24-mesečnih samicah s tumorji, kar je v korelaciji s količino retinojske kisline in holesterolnih derivatov 
(78). 
 
Preglednica 34: Seznam 10 najbolj statistično značilnih izpostavljenih negativno in pozitivno obogatenih prepisovalnih 
dejavnikov iz celotnega seznama diferenčno izraženih prepisovalnih dejavnikov pri miših obeh spolov, starih 19 tednov in 24 
mesecev. T – tedni, M – meseci. 
 
 
Želeli smo raziskati proteinske interakcije med posameznimi prepisovalnimi dejavniki, zato smo jih 
vizualizirali s programom STRING (221). Barve vozlišč predstavljajo različne biološke procese, ki jih 
prepisovalni dejavniki 24-mesečnih Cyp51 KO miši uravnavajo. Kot zanimivo se je izkazalo, da sta se 
SP1 in JUND, ki sta bila deregulirana v pred- in tumorskih jetrih obeh spolov miši z izbitim genom Cyp51, 





Slika 17: Protein-proteinsko omrežje prepisovalnih dejavnikov 24-mesečnih Cyp51 KO miši. Omrežje, ki predstavlja znane in 
predvidene povezave med proteini, smo ga pripravili v analitičnem programu STRING. Mreža je sestavljena iz vozličev s 
posamičnimi prepisovalnimi dejavniki, ki kodirajo en genski lokus. Prepisovalni dejavniki z znano ali predvideno 3D strukturo 
imajo strukturo, prikazano znotraj vozlišč, medtem ko so prazna vozlišča prepisovalni dejavniki s še neznanimi 3D strukturami. 
Moč povezave med vozlišči predstavlja povezave med posamičnimi prepisovalnimi dejavniki, ki prispevajo k skupni funkciji, 
vendar niso med seboj tudi nujno fizično povezani. Vozliča s prepisovalnima dejavnikoma SP1 in JUND sta črno obkrožena. 
 
Za natančnejšo opredelitev vloge prepisovalnih dejavnikov RORC in SOX9 pri razvoju jetrnih tumorjev 
smo preverili tarčne gene omenjenih prepisovalnih dejavnikov. Ugotovili smo, da je večina tarčnih genov 
RORC, katerih aktivator je omenjeni prepisovalni dejavnik, negativno bogatena v jetrih 24-mesečnih 
Cyp51 KO miši (preglednica 35). V nasprotju z večino pa je bil Cd36 pozitivno izražen, saj njegovo 
izražanje RORC zavira (183). RORC tarčni gen G6pc, katerega proteinski produkt je med drugimi vključen 
tudi v uravnavanje signalizacije PI3K/AKT, je bil edini negativno obogaten le pri samicah 24-mesečnih 






Preglednica 35: Prikaz izbranih tarčnih genov prepisovalnega dejavnika RORC v obliki toplotnega diagrama iz analize 
transkriptomskih podatkov. Odebeljeni parametri so statistično značilno izraženi. Najbolj temno zelene LogFC vrednosti so 
najbolj negativno izraženi geni, najbolj vijolično obarvane LogFC vrednosti pa predstavljajo gene z najvišjo izraženostjo. Ž – 
samice, T – tedni, M – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05; ** vrednost p < 0,01; *** vrednost 
p < 0,001. 
RORC 
GEN 
SAMICE (KO~WT) SAMCI (KO~WT) 
19W 24M 19W 24M 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
LogFC 
Prilagojena                       
p-vrednost 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
Avpr1a -0,86 0,049 * -2,41 < 0,001 *** -0,68 0,098 -2,50 < 0,001 *** 
G6pc -1,50 0,038 * -1,68 < 0,001 *** -0,23 0,745 -0,80 0,171 
Elovl3 -1,87 0,028 * -0,26 0,245 -1,64 0,05 * -3,64 0,002 ** 
Pck1 -0,46 0,372 -1,90 0,018 * -0,86 0,071 -2,33 0,023  * 
Cyp7b1 -0,77 0,239 -0,41 0,386 -1,01 0,095 -1,77 0,006 ** 
Hsd3b5 -0,03 0,989   -3,67 0,012 *   
Cd36 0,05 0,930 0,05 0,065 1,12 0,007 ** 1,79 < 0,001 *** 
Klf15 -0,77 0,008 ** -1,21 0,030 * -0,50 0,063 -1,13 0,117 
Adipor2 -0,64 0,001 ** -0,45 0,050 * 0,14 0,386 -0,31 0,314 
Gys2 -0,71 0,095 -0,89 0,017 * -0,68 0,090 -0,72 0,129 
Cyp8b1 -1,64 0,061 -1,75 0,002 ** -0,50 0,501 -1,27 0,062 
Cyp27a1   -0,77 0,032 *   -1,17 0,012 * 
Gck   0,87 0,046 *   0,62 0,291 
Elovl2   -0,69 0,416   -0,55 0,060 
Preglednica 36 kaže, da je SOX9 aktivator vseh statistično značilno izraženih genov Cyp51 KO 24-
mesečnih miši, med katerimi je bil najbolj pozitivno izražen gen Sox9 pri obeh spolih v pred- in tumorskih 
jetrnih vzorcih KO miši. Col4a1 in Col4a2, ki sta pomembno vključena v pot interakcije receptorja za ECM, 
signalni poti PI3K/AKT in WNT v HCC pri ljudeh (242), sta bila pozitivno izražena pri Cyp51 KO samicah 
in samcih, starih 24 mesecev, pri čemer je bil Col4a2 povišan že pri KO samcih v predrakavem tkivu. 
Edini s spolom povezan izraženi gen v tumorskem jetrnem tkivu 24-mesečnih Cyp51 KO samic je bil Ctgf. 
Preglednica 36: Prikaz izbranih tarčnih genov prepisovalnega dejavnika SOX9 v obliki toplotnega diagrama iz analize 
transkriptomskih podatkov. Odebeljeni parametri so statistično značilno izraženi. Najbolj temno modre logFC vrednosti so 
najbolj negativno izraženi geni, najbolj vijolično obarvane logFC vrednosti predstavljajo gene z najvišjo izraženostjo. Ž – 
samice, T – tedni, M – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05; ** vrednost p < 0,01; *** vrednost 
p < 0,001. 
SOX9 
GEN 
SAMICE (KO~WT) SAMCI (KO~WT) 
19T 24M 19T 24M 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
LogFC 
Prilagojena                        
p-vrednost 
Amh 0,02 0,032 *   0,27 0,015 *   
Col2a1 -0,20 0,255   -0,24 0,139   
Col4a1 0,47 0,079 1,50 < 0,001 *** 0,39 0,121 1,78 0,001 ** 
Col4a2 0,47 0,067 1,27 < 0,001 *** 0,54 0,034 * 1,57 < 0,001 *** 
Creb3l2 0,22 0,346 0,32 0,186 0,32 0,120 0,46 0,161 
Ctgf 0,86 0,107 1,36 0,011 * 0,87 0,084 0,74 0,288 
Fgf4 -0,22 0,262   -0,34 0,062   
Nfe2l1 -0,39 0,003 **   0,11 0,320   
Nr5a1 -0,28 0,114 -0,19 0,257 -0,32 0,059 -0,32 0,169 
Pdgfra 0,73 0,093   0,99 0,023 *   




4.1.5 Primerjalna podatkovna analiza presnovnih in transkripcijskih sprememb pri 
kronično moteni homeostazi holesterola mišjega modela v luči 
hepatokarcinogeneze pri ljudeh 
Da bi lažje pojasnili mehanističnih potek hepatokarcinogeneze pri miših s pogojnim izbitjem Cyp51 v jetrih, 
smo na osnovi literaturnih podatkov izvedli primerjalno analizo s spolom povezanih presnovnih 
prilagoditev v jetrih pri ljudeh. Slika 18 prikazuje predlagani mehanistični potek hepatokarcinogeneze s 
pogojno izbitim Cyp51 v jetrih 24-mesečnih miši, kjer smo izpostavili signalne poti, njihove s spolom 
povezane tarčne gene in možne prepisovalne dejavnike, ki bi lahko bili v pomoč pri razumevanju s spolom 
povezanega razvoja HCC pri ljudeh. 
V Cyp51 KO mišjem modelu se kažejo kronične presnovne posledice zavrte sinteze holesterola, s 
kopičenjem lanosterola in dihidrolanosterola, v številnih spolno in presnovno odvisnih prilagoditvah. Jetrni 
holesterol se je povečal pri Cyp51 KO samicah in zmanjšal pri samcih z izbitim genom Cyp51. To smo jo 
izpostavili kot eno ključnih ugotovitev in bi pojasnila povečane potrebe tumorskih celic po holesterolu pri 
samicah. 
Kot je prikazano na sliki 18, kronična motnja v sintezi holesterola vodi v zavrtje izbranih jedrnih receptorjev 
(FXR, LXRα:RXRα, LRH1 in NR1B1:RXRα) in pozitivno obogatitev PPARα le v jetrih Cyp51 KO samic. 
NAFTC1 se ni izrazil med desetimi najbolj obogatenimi prepisovalnimi dejavniki (preglednica 34), vendar 
smo ga identificirali kot pomemben s spolom povezan prepisovalni dejavnik pri samicah Cyp51 KO 
(preglednica 33), saj ima, skupaj s povišanim izražanjem kalcineurina, pomembno vlogo v proliferaciji 
celic v hepatokarcinogenezi (243). 
Razvoj hepatokarcinogeze pri samicah Cyp51 KO miši je lahko posledica medsebojnih vplivov znižane 
aktivnosti LXR in aktivne signalne poti TGF-β. Tarčni geni Gstp1, Tgfrb1, Tgfrb2 in Bmp7 signalne poti 
TGF-β so bili pozitivno izraženi le pri samicah miši z izbitim genom Cyp51. Signalna pot TGF-β skupaj s 
spodbujeno signalno potjo PI3K/AKT in potjo interakcije receptorja za ECM lahko predstavlja enega od 
dejavnikov vpliva na napredovanje hepatokarcinogeneze. Signalni poti PI3K/AKT in interakcije receptorja 
za ECM sta bili v našem mišjem modelu aktivirani z različnimi pozitivno obogatenimi geni pri samicah 
(Col5a2 in Mmp9) in samcih (Cd36) z izbitim genom Cyp51. Cd36, tarčni gen prepisovalnega dejavnika 
RORC, bi lahko predstavljal regulator signalne poti interakcije receptorja ECM v hepatokarcinogenezi 
samcev z izbitim genom Cyp51. Pri samicah Cyp51 KO pa smo opazili povišano izražanje Gck, drugega 
pomembnega tarčnega gena RORC in je v skladu z rezultati, pridobljenimi na Rorc-/- miših (244). Preverili 




z izbitim genom Cyp51. Tako pri samcih kot pri samicah Cyp51 KO miši je bil prepisovalni dejavnik ERα 
pozitivno obogaten, medtem ko je bila aktivirana signalna pot estrogenov prisotna le pri samicah z izbitim 
genom Cyp51. Predpostavili smo, da je napredovanje hepatokarcinogene pri Cyp51 KO miših lahko 
regulirano z več prepisovalnimi dejavniki AP1, SP1 in SOX9 preko različnih tarčnih genov pri 
posameznem spolu. Čeprav je bil prepisovalni dejavnik SOX9 aktiviran pri obeh spolih, se je zanimivo, le 
pri samicah Cyp51 KO miši aktivirala tudi SOX9 izooblika 2 ((SOX9)2) z nasprotno izraženima 
potencialnima tarčnima genoma Ctgf in Nfe2l1 (preglednica 36). 
 
Slika 18: Predlagani mišji jetrni model s spolom povezane hepatokarcinogeneze s presnovnimi in trankripcijskimi 
spremembami motene sinteze holesterola ob tarčnem izbitju Cyp51, z vzporejenimi podatki pri ljudeh. Puščice označujejo 
aktivne povezave med obogatenimi geni, potmi KEGG in prepisovalnimi dejavniki. Blokirane puščice prikazujejo zavrtje, 
medtem ko prekinjene puščice kažejo na možno regulacijo izbrane transkripcijske poti ali povezave med izbranimi potmi pri 
Cyp51 KO miših. Presnovki, diferenčno izraženi geni, poti KEGG in prepisovalni dejavniki so obarvani vijolično, če so pozitivno 
obogateni, in zeleno v primeru negativne obogatitve. Vse izbrane signalne in presnovne poti so bile usklajene s podatki 
literature pri ljudeh. M – mesec, HOL – holesterol, PMK – proste maščobne kisline, TG – trigliceridi. 
4.1.6 Primerjava transkriptomskih sprememb miši z moteno sintezo holesterola in 
pacientov s presnovno odvisnim HCC 
Ker smo želeli pridobiti dodatne informacije o vlogi CYP51 in presnove holesterola v jetrih na razvoj 
hepatokarcinogeneze pri ljudeh, smo izvedli primerjalno funkcionalno genomsko analizo. Dobro ohranjeni 
regulatorni genski elementi med različnimi evolucijsko vrstami odražajo podobne fenotipe med vrstami 
(245), kar nam omogoča, da lahko med sabo primerjamo genomske podatke, pridobljene iz DNA-




javno dostopnimi podatki eksperimentov na DNA-mikromrežah, ki so ustrezali našim iskalnim izrazom, 
smo za začetne namene raziskovalnega cilja izbrali dva podatkovna seta študij pri ljudeh, ki sta dostopna 
na NCBI-GEO (#GSE45050 in #GSE33814). Izvedli smo ponovno analizo podatkov obeh setov podatkov, 
skupaj s podatki Cyp51 KO miši, starih 19 tednov (19T.KO~WT) (# GSE58271), in v okviru doktorskega 
dela pridobljenih podatkov 24-mesečnih Cyp51 KO miši (24M.KO~WT). 
V podatkovnem setu #GSE33814 (222) (ST) smo primerjali vzorce jeter napredovalega NASH s cirozo in 
ustreznimi kontrolami (ST.preHCC~CTL). Vzorci so bili pridobljeni od pacientov obeh spolov med kirurško 
resekcijo jetrnih tumorjev. Drugi podatkovni set #GSE45050 (223) (DA) nam je omogočil primerjavo 
podatkov le moškega spola med kontrolnimi vzorci (DA.CTL), vzorci s cirozo (DA.CIR) in HCC vzorci 
(DA.HCC). Za namene doktorske naloge smo izluščili le podatke o vplivu presnove holesterola na razvoj 
hepatokarcinogeneze pri ljudeh na ravni izbranih diferenčno izraženih genov, poti KEGG in Reactome ter 
prepisovalnih dejavnikov, s katerimi smo preverili rezultate naših predhodnih analiz. Ostali podatki bodo 
predmet prihodnjih raziskav na področju s presnovo pogojenega razvoja raka na jetrih. 
Med primerjavo podatkovnih setov smo identificirali dva pozitivno obogatena gena (preglednica 37), ki sta 
bila izražena pri vseh podatkovnih setih: protein 3, soroden z oksisterolno vezavnim proteinom (angl. 
oxysterol-binding protein-related protein 3 – OSBPL3), katerega izražanje lahko sproži prepisovalni 
dejavnik LRH1 pri bolnikih z NAFLD/NASH (246) ter CD34, ki velja za pomembno spremenjen gen pri 
kroničnih boleznih jeter in HCC tumorjih (247). Pri ovrednotenju genov, vključenih v sintezo holesterola, 
se je, zanimivo, negativno izrazil LSS pri ženskih ST HCC vzorcih, kar nakazuje motnje biosinteze 
holesterola že v predlanosterolni fazi. Medtem ko je bil CYP51 negativno obogaten pri mišjih podatkih in 
ženskih vzorcih ST študije, je bilo njegovo izražanje v moških vzorcih obeh človeških študijah podobno 
kot pri zdravih jetrih (preglednica 37). Obogatenosti holesterogenih genov ACAT2, HSD17B7 in DHCR24 
pri posamičnih primerjavah človeških in mišjih podatkovnih setov brez dodatnih analiz ne moremo 
komentirati (preglednica 37). Pri ženskah lahko v ST tumorskih vzorcih potrdimo diferenčno izražanje 
ADIPOR2 in GYS2, znana kot tarčna gena prepisovalnega dejavnika RORC (preglednica 37). CYP27A1, 
tudi eden od tarčnih genov RORC, je bil znižan pri obeh spolih miši z izbitim genom Cyp51, starih 24 
mesecev, in v ST tumorskih vzorcih žensk, ne pa tudi pri moških vzorcih. Prepoznana tarčna gena 
COL4A1 in COL5A2, katerih proteinski produkti uravnavajo poti interakcije receptorja za ECM, smo 
potrdili tudi v vzorcih pri ljudeh. Iz preglednice 37 vidimo, da se je izraženost COL4A1 statistično povišala 
pri obeh spolih, medtem ko je bilo statistično povišano izražanje COL5A2 prisotno le pri ženskih tumorskih 
vzorcih. Nadalje smo potrdili še pozitivno obogatitev dveh tarčnih genov prepisovalnega dejavnika SOX9. 




tumorskih vzorcih pri ženskah in njegov proteinski produkt lahko pomembno uravnava signalno pot TGF-β 
v ST tumorskih vzorcih (preglednica 37). 
 
Preglednica 37: Seznam izbranih diferenčno izraženih genov primerjalne analize podatkov 19T.KO, 24M.KO, ST.preHCC in 
DA.HCC, primerjanih s kontrolnimi vzorci, ter primerjava podatkov DA.HCC~CIR. T – tedni, m – meseci, N.S. – ni statistično 
značilno, Ž – samice/ženske; M – samci/moški. * vrednost p < 0,05; ** vrednost p < 0,01; *** vrednost p < 0,001. 
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26031 OSBPL3 2,94 2,36 3,70 3,68 N.S. 1,01 0,34 0,47 0,33 
947 CD34 1,24 1,60 1,48 2,07 0,80 1,36 0,84 1,21 N.S. 
4047 LSS N.S. 1,82 1,13 N.S. N.S. N.S. -0,53 -1,39 N.S. 
1595 CYP51 -1,53 -0,88 -2,91 -2,54 N.S. N.S. -0,74 -1,23 N.S. 
39 ACAT2 N.S. 0,25 N.S. N.S. N.S. N.S. -0,87 -1,84 -0,90 
51478 HSD17B7 N.S. 0,88 N.S. N.S. N.S. N.S. -0,79 -1,18 N.S. 
1718 DHCR24 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. -0,46 -0,71 N.S. 
79602 ADIPOR2 -0,67 N.S. -0,46 N.S. N.S. N.S. N.S. -0,65 N.S. 
2998 GYS2 N.S. N.S. -0,89 N.S. N.S. N.S. -0,87 -1,09 N.S. 
1593 CYP27A1 N.S. N.S. -0,77 -1,17 N.S. N.S. -0,53 -0,95 N.S. 
1282 COL4A1 N.S. N.S. 1,51 1,77 N.S. N.S. 2,05 2,81 1,28 
1290 COL5A2 N.S. N.S. 0,82 N.S. N.S. N.S. 0,95 1,38 N.S. 
6662 SOX9 1,49 0,87 2,02 1,82 N.S. N.S. 1,49 1,56 1,41 
2950 GSTP1 0,90 N.S. 1,89 N.S. N.S. N.S. 1,60 2,22 0,97 
 
Poleg tega smo s pregledom podatkovne baze COSMIC preverili vlogo CYP51 v razvoju različnih 
tumorjev pri ljudeh (preglednica 38) in pokazali vpliv somatskih točkovnih genskih različic v CYP51 na 












Preglednica 38: Seznam podatkov iz baze podatkov COSMIC o točkovnih genskih različic CYP51 pri ljudeh. Porazdelitev 
genski različic CYP51 je prikazana v posamičnih tkivnih vzorcih. Odstotek pri vzorcih z genskimi variantami predstavlja delež 
vzorcev s potrjenimi točkovnimi genskimi različicami v genu CYP51. 
TKIVO 
Točkovne genske različice v CYP51 
Vzorci z genskimi različicami (%) Število testiranih vzorcev 
Nadledvična žleza                      0 (0 %) 627 
Žolčni trakt 2 (0,38 %) 532 
Kosti 0 (0 %) 567 
Dojke 4 (0,16 %) 2533 
Možgani - celotni 0 (0 %) 2449 
Maternični vrat                      0 (0 %) 329 
Endometrij 5 (0,71 %) 709 
Oči                      0 (0 %) 119 
Jajcevod 0 (0 %) 2 
Gastrointestinalni trakt 0 (0 %) 1 
Krvni in limfni obtok 3 (0,07 %) 4225 
Ledvice 1 (0,05 %) 2177 
Debelo črevo 44 (1,89 %) 2331 
Jetra 17 (0,79 %) 2162 
Jezik 11 (0,45 %) 2468 
Požiralnik 5 (0,33 %) 1513 
Trebušna slinavka 3 (0,17 %) 1815 
Žleza obščitnica 1 (2,86 %) 35 
Peritonej 0 (0 %) 14 
Hipofiza 0 (0 %) 57 
Placenta                      0 (0 %) 2 
Poprsnica 0 (0 %) 266 
Prostata                    3 (0,15 %) 2051 
Žleza slinavka 0 (0 %) 98 
Koža                    7 (0,54 %) 1288 
Tanko črevo 0 (0 %) 52 
Mehka tkiva                    1 (0,18 %) 563 
Želodec 12 (1,39 %) 861 
Moda 0 (0 %) 169 
Timus 0 (0 %) 152 
Ščitnica                    2 (0,21 %) 939 
Zgornja dihalna pot 2 (0,16 %) 1275 
Urinarni trakt 4 (0,57 %) 697 











Preglednica 39: Razširjeni seznam podatkov baze COSMIC posamičnih vzorcev s potrjenimi točkovnimi genskimi različicami 
v genu CYP51. NS – neznano. 
TOČKASTE GENSKE RAZLIČICE V GENU CYP51 











Tip vzorca Zigotnost 
HCC153/ 
p.I468T c.1403T>C Karcinom NS Neznano Neznano 
2120767 
HCC153T/ 
p.I468T c.1403T>C Karcinom NS Neznano Neznano 
2120768 
CHG-2013-


















p.? c.1183-4A>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120824 
HCC27T/ 
p.? c.1183-4A>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120825 
HX33T/ 
p.? c.1183-4A>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120927 
HCC27/ 
p.I373V c.1117A>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120824 
HCC27T/ 
p.I373V c.1117A>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120825 
HX33T/ 
p.I373V c.1117A>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120927 
CHG-12-


















p.F331C c.992T>G Karcinom NS Neznano Neznano 
2120739 
CHG-2010-












p.R258C c.772C>T Karcinom NS Neznano Neznano 
2120905 
HCC96T/ 
p.R258C c.772C>T Karcinom NS Neznano Neznano 
2120906 
CHG-13-















Ovrednotili smo izbrane poti KEGG, ki smo jih predpostavili za pomembe pri razvoju hepatokarcinogeneze 
v mišjem Cyp51 KO modelu (preglednica 40). V podatkovnem setu ST, ne pa tudi pri DA, smo potrdili 
aktivnost poti interakcije receptorja za ECM, miRNA, poti in proteoglikane pri raku in signalno pot 
PI3K/AKT. Poleg tega je bila signalna pot TGF-β aktivirana pri podatkovnem setu ST le v ženskih vzorcih 
in znižana pri moških vzorcih podatkovnega seta DA. Nasprotno smo opazili znižanje presnove 
holesterola pri vseh 24-mesečnih miših z izbitim genom Cyp51, moških tumorskih vzorcih DA študije ter 
ženskih vzorcih ST študije, kar kaže na pomembnost ravnovesja holesterola pri razvoju jetrnih tumorjev. 
Ugotovili smo znižanje presnovnih procesov lipidov v vseh podatkovnih setih (presnova maščobnih kislin, 
glicina, serina in treonina, glioksilata in dikarbosilata, linolenske kisline), medtem ko je bila statistično 
značilno znižana sinteza žolčnih kislin in steroidnih hormonov le pri podatkih miši z izbitim genom Cyp51 
in pri ST vzorcih ženskega spola. 
Preglednica 40: Seznam izbranih poti KEGG primerjalne analize podatkov 19T.KO, 24M.KO, ST.preHCC in DA.HCC, 
primerjanih s kontrolnimi vzorci, ter primerjava podatkov DA.HCC~CIR. T – tedni, m – meseci, N.S. – ni statistično značilno, Ž 





















receptorja za ECM 
1,27 1,47 1,67 1,69 N.S. N.S. 2,35 3,02 1,69 
miRNA v 
raku 
1,30 1,17 1,48 1,41 N.S. N.S. 1,09 1,57 0,62 
Poti v raku 1,10 0,85 1,75 1,77 N.S. N.S. 1,19 1,81 0,58 
Proteoglikani 
v raku 
1,19 1,04 1,58 1,55 N.S. N.S. 1,17 1,47 0,87 
Signalna pot 
PI3K/AKT  
0,98 0,90 1,41 1,35 N.S. N.S. 1,26 1,69 0,84 
Signalna pot 
TGF-β  
0,59 N.S. N.S. N.S. -1,02 -0,89 0,44 0,67 N.S. 
Presnova 
holesterola 





























Podobne rezultate smo pridobili tudi z ˝Reactome˝ analizo (preglednica 41). V vseh podatkovnih setih, 
razen pri DA, so bile pozitivno obogatene Reactome poti tvorbe kolagena in povezovanja kolagenskih 
vlaken ter interakcije lamininov, ki so pomembne pri tumorski reorganizaciji ECM. Poti ECM 
proteoglikanov in ECM organizacije, ki sta bili pri ostalih podatkovnih setih aktivirani, sta bili pri DA 
podatkovnemu setu celo zavrti. Signalna pot TGF-β, aktivirana s SMAD, je bila aktivna pri vseh 
24-mesečnih živalih in le pri ženskih tumorskih vzorcih ST, medtem ko je bil kompleks signalne poti TGF-β 
aktiviran le pri samicah Cyp51 KO miši. Potrdili smo zavrto pot sinteze holesterola pri mišjemu modelu z 
izbitim genom Cyp51 in ženskih tumorskih vzorcih ST ter zavrtje z lipidi povezane presnove (presnova 
žolčnih kislin in maščobnih kislin, biosinteza glicerofosfolipidov, presnova lipidov in steroidov ter 
peroksisomalna presnova lipidov). Razlike v statističnem izražanju podatkov, ki smo jih opazili med 
posameznimi potmi KEGG in Reactome, lahko pojasnimo z različnim vstopnim številom in seznami 
genov, ki se razlikujejo med KEGG in Reactome podatkovnima zbirkama, kar pa pomembno vpliva na 
statistični izračun podatkov. 
Preglednica 41: Seznam izbranih poti Reactome primerjalne analize podatkov 19T.KO, 24M.KO, ST.preHCC in DA.HCC, 
primerjanih s kontrolnimi vzorci, ter primerjava DA.HCC~CIR. T – tedni, m – meseci, N.S. – ni statistično značilno, Ž – 
























0,64 0,77 1,44 1,48 N.S. N.S. 1,55 1,94 1,15 
Interakcije 
laminonov 
0,97 0,93 1,84 1,93 N.S. N.S. 1,55 1,95 1,16 
ECM proteoglikani 1,40 1,47 1,88 1,79 -1,73 N.S. 2,49 3,30 1,68 
ECM organizacija 1,79 2,68 2,65 2,49 -2,32 N.S. 3,27 4,25 2,28 
Signalna pot  
TGF-β aktivirana 
preko SMAD 
0,36 N.S. 0,53 0,55 N.S. N.S. 0,41 0,60 N.S. 
Kompleks 
signalne poti  
TGF-β  
0,47 N.S. 0,32 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
Biosinteza 
holesterola 
N.S. 1,63 N.S. N.S. N.S. N.S. -1,48 -2,37 N.S. 
Presnova žolčnih 
kislin in soli 
N.S. -0,66 -0,92 -1,17 N.S. -2,76 -1,49 -2,11 -0,87 
Presnova 
glicerofosfolipidov 
-0,50 N.S. N.S. N.S. -0,60 -0,56 -0,53 -1,02 N.S. 
Presnova lipidov -0,83 N.S. N.S. N.S. -2,34 -3,10 -2,05 -3,43 N.S. 
Peroksisomalna 
presnova lipidov 






Analiza prepisovalnih dejavnikov je pokazala zavrtje HNF4α pri vseh podatkovni setih, medtem ko je bil 
LRH1 znižano obogaten v vzorcih miši z izbitim genom Cyp51 in ženskih vzorcih ST podatkovnega seta 
(preglednica 42). Iz preglednice 42 je razvidna negativna obogatitev prepisovalnih dejavnikov FXR in 
LXRα:RXRα v DA tumorskih vzorcih in ženskih vzorcih HCC podatkovnega seta ST. Prepisovalni 
dejavniki cJUN, AP1 in SP1 so bili aktivirani v ženskih ST tumorskih vzorcih, medtem ko so bili pri moških 
tumorskih vzorcih DA zavrti. Opazili smo zavrtje PPARα le v obeh podatkovnih setih pri ljudeh, pri miših 
pa se prepisovalni dejavnik ni statistično značilno obogatil. Obogatitve SOX9 in RORC v podatkovnih 
setih pri ljudeh nismo mogli potrditi in bi za njuno ovrednotenje hepatokarcinogeneze pri ženskah 
potrebovali dodatne raziskave. Kot zanimivi pa so se izkazali obogateni dejavniki SMAD2, 3 in 4 pri vseh 
mišjih Cyp51 KO vzorcih in ženskih tumorskih vzorcih podatkovnega seta ST, saj je znano, da pomembno 
uravnavajo signalno pot TGF-β med razvojem jetrnih tumorjev (248, 249). 
Preglednica 42: Seznam izbranih prepisovalnih dejavnikov primerjalne analize podatkov 19T.KO, 24M.KO, ST.preHCC in 
DA.HCC v primerjavi s kontrolnimi vzorci ter primerjava DA.HCC~CIR. T – tedni, m – meseci, N.S. – ni statistično značilno, Ž 





















HNF4α -0,64 N.S. -1,53 -1,57 -5,05 -5,80 -1,91 -2,96 N.S. 
LRH1 N.S. -0,93 -1,05 N.S. N.S. N.S. -0,38 -0,64 N.S. 
FXR N.S. -0,73 N.S. N.S. -1,71 -1,78 -0,48 -0,69 N.S. 
RXRα:LXRα -0,52 N.S. -0,97 N.S. N.S. -2,30 -0,94 -1,54 N.S. 
cJUN 1,48 1,40 1,65 1,87 -2,02 N.S. 1,76 2,34 N.S. 
AP1 1,00 0,80 0,86 N.S. -1,57 -1,00 1,13 1,66 N.S. 
SP1 1,25 1,15 1,72 1,75 -2,17 N.S. 1,25 1,61 N.S. 
PPARα N.S. N.S. N.S. N.S. -0,62 -0,81 -0,45 -0,68 N.S. 
SMAD2 1,09 0,94 1,40 1,47 N.S. N.S. 0,83 1,21 N.S. 
SMAD3 1,01 1,00 1,42 1,42 N.S. N.S. 1,33 1,81 N.S. 
SMAD4 1,21 1,01 1,51 1,54 N.S. N.S. 0,77 1,03 N.S. 
4.2 Miši s časovnim in tarčnim izbitjem gena Cyp51 v hepatocitih 
Z mišjim modelom, s pogojnim izbitjem gena Cyp51 in prekinjeno sintezo holesterola, smo pokazali razvoj 
tumorjev zaradi sprememb v signalnih poteh v parenhimskih jetrnih celicah, ki so jim bolj izpostavljene 
samice ter potrdili ustreznost modela za nadaljnje razumevanje od presnove odvisne podvrste HCC. 
Parenhimske jetrne celice so ključni dejavnik, zaradi katerega ob kroničnih dražljajih neravnovesja 
presnove holesterola pride do jetrnega reprogramiranja in razvoja tumorjev. Prav tako se sveže izolirani 




kot tudi kroničnih jetrnih bolezni. To ima veliko prednost pred presaditvijo celih organov, saj je postopek 
manj invaziven, cenejši in bolj ponovljiv (232). Ker je izolacija primarnih hepatocitov na obstoječem mišjem 
modelu Cyp51 KO nemogoča zaradi močnega razrasta fibroznega tkiva, smo za postopek izolacije 
primarnih hepatocitov uporabili nov mišji model s tarčnim izbitjem gena Cyp51 v hepatocitih (Cyp51LC), 
ki ga lahko časovno uravnavamo. Cyp51LC mišji model ima namreč gen za rekombinazo Cre pod 
inducibilnim minimalnim promotorjem človeškega citomegavirusa in v gen Cyp51 vstavljeni zaporedji 
loxP, kar omogoča, poleg tkivnega, še časovno specifično izbitje gena Cyp51. Gen lahko torej izbijemo v 
hepatocitih in pri določeni stopnji razvoja/starosti živali. Prednost novega modela je, da se tako izognemo 
vsem fenotipskim spremembam, ki jih izbitje povzroči med razvojem živali in tako opazujemo le zgodnji 
odziv organa/organizma na spremembo pri odrasli živali. 
Gensko spremenjeni mišji model Cyp51LC so razvili, ter potrdili uspešno izbitje gena Cyp51 v jetrih in 
izoliranih primarnih hepatocitih, v skupini prof. Rolfa Gebhardta na Inštitutu za biokemijo, Medicinske 
fakultete, Univerze v Leipzigu, Nemčija, in je darilo prof. dr. Damjani Rozman v raziskovalne namene. 
Podrobnosti priprave gensko spremenjenega mišjega modela so navedene v poglavju Materiali in 
metode. Na kratko, miši Cyp51LC so križanci med dvema GSO mišjima linijama, in sicer mišmi Tg(tetO-
Cre)LC1Bj oz. LC in mišmi B6.129SV-Cyp51tm1Bfro oz. Cyp51loxP/loxP (204). Cyp51LC mišji model ima tako 
pod jetrno sprecifičnim promotorjem PLAP vstavljen gen za rtTA. rtTA po 10-dnevni aplikaciji 
tetraciklinskega antibiotika doksiciklina sproži prepis rekombinaze Cre in Luc le v hepatocitih. 
Rekombinaza Cre nato izreže del gena Cyp51, obdanega z zapodjema loxP, in tako povzroči izbitje gena 
Cyp51. 
Genotipe vseh miši smo pred vključitvijo v postopek preverili z genotipizacijo. Cyp51LC miši, za razliko 
od Cyp51LCwt miši, izražajo vključek rekombinaze Cre (Cre), ki pod promotorjem PLAP, vstavljenim v gen 
za rtTA (Tet), sproži izbitje gena Cyp51 med označenima mestoma loxP (5´-3´). Gen Luc (Luc), ki kodira 
protein luciferazo, je vstavljen z namenom, da lahko spremljamo kje in v kolikšni meri je prišlo do aktivacije 





Slika 19: Prikaz reprezentativnih rezultatov genotipizacije homozigotnih potomcev prve generacije genotipov miši Cyp51LC in 
Cyp51LCwt s pričakovanimi velikostmi posamičnih PCR pomnožkov. Slika prikazuje velikosti PCR pomnožkov posamičnih 
vključkov v baznih parih: 5´-3´ (1707), Tet (500), Luc (500) in Cre (400). KO – Cyp51LC; WT – Cyp51LCWT; bp – bazni par. 
4.2.1 Razplod in razvoj miši 
Za postopek z laboratorijskimi živalmi smo uporabili 142 homozigotnih potomcev prve generacije 
medsebojnega križanja živali genotipov Cyp51LC in kontrolnih miši Cyp51LCWT. Miši obeh genotipov so 
v starosti 9–10 tednov 10 dni prejemale antibiotik doksiciklin, ki sproži izbitje Cyp51 le v hepatocitih. Ob 
koncu antibiotične aplikacije pa smo jih razdelili v skupine po genotipu, spolu, starosti (11 in 15 tednov) 
in načinu žrtvovanja (cervikalna dislokacija ali izolacija primarnih hepatocitov) (slika 20). Miši prvih 8 
skupin so bile žrtvovane pri starosti 11 tednov, torej takoj po zadnji aplikaciji doksiciklina, da bi ocenili 
vpliv antibiotika na organizem, medtem ko je preostanek miši (skupine 9–16) služil za ovrednotenje 
ustreznosti novega mišjega modela za nadaljnje raziskave. S cervikalno dislokacijo smo žrtvovali 56 miši, 
medtem ko je bilo za izolacijo primarnih hepatocitov namenjenih 86 miši. Število živali na skupino se je 
po različnih analizah razlikovalo, zato ga navajamo v poglavju Materiali in metode ter pri ovrednotenju 






Slika 20: Shematski prikaz postopka, izvedenega na laboratorijskih miših, in števila miši, vključenih v postopek. V postopek 
smo vključili genotipa Cyp51LC in Cyp51LCWT obeh spolov in jim pri starosti 9–10 tednov v vodo za pitje dodali doksiciklin za 
10 dni. Po koncu aplikacije smo miši razvrstili v skupine 1–16 ter jih pri 11 in 15 tednih žrtvovali s cervikalno dislokacijo ali 
izolacijo primarnih hepatocitov za namene ovrednotenja novega mišjega modela z različnimi morfološkimi in molekularnimi 
analizami. CD – cervikalna dislokacija, PH – primarnih hepatociti.  
 
Med 10-dnevno aplikacijo doksiciklinskega antibiotika smo opazili, da je prišlo do upada telesne teže 
samcev Cyp51LC, medtem ko spremembe v telesni teži pri samicah istega genotipa nismo opazili (slika 
21A). Po končanem tretmaju z doksiciklinom smo ocenili tudi telesno težo in relativno težo jeter miši pri 
starosti 11 in 15 tednov, ki smo jih žrtvovali s cervikalno dislokacijo. Z uporabo dvosmerne ANOVE in 
Bonferronijevega popravka za hkratno testiranje več hipotez smo pokazali statistično značilen padec 
telesne teže pri samcih z izbitim genom Cyp51 pri obeh starostih (slika 21B) in povišanje relativne teže 
jeter Cyp51LC miši pri obeh spolih v starosti 11 in 15 tednov, kar nakazuje na razvoj hepatomegalije (slika 






Slika 21: Ovrednotenje telesne teže in relativne teže miši, ki so bile žrtvovane s cervikalno dislokacijo. (A) Krivulja telesne teže 
Cyp51LC in Cyp51LCwt miši pri obeh spolih po 10-dnevni aplikaciji doksiciklina v vodo (n = 7–11 miši/skupino). (B) Telesna 
teža in (C) relativna teža jeter pri obeh spolih Cyp51LC in Cyp51LCwt miši starih 11 in 15 tednov. Na grafih so prikazane 
povprečne vrednosti in standardna napaka povprečja (n = 5–8). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. g – gram; 
Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. 
Sedem Cyp51LC miši (6 samic in 1 samec) smo morali evtanazirati pred načrtovano dopolnitvijo 15 
tednov starosti, saj jim je telesna teža, ki smo jo dnevno spremljali, padla za 20 %. Poleg tega pa smo 
opazili še zgrbljeno držo živali, znake izražene trebušne bolečine ter rumeno obarvane sluznice (znak 
zlatenice) (slika 22). 
 
Slika 22: Reprezentativne slike miši Cyp51LC s patološkimi značilnostmi. (A) Izguba telesne teže in zgrbljena drža miši (B, C), 




4.2.2 Morfološka opredelitev novega mišjega modela za študije s presnovo povezane 
hepatokarcinogeneze 
Kljub temu da so bili v postopku z laboratorijskimi živalmi odvzeti krvna plazma, srce, pljuča, vranica, 
ledvice, jetra, moda, maščoba, želodec, tanko in debelo črevo, bodo za namene te doktorske disertacije 
obravnava le jetra in izolirane primarne celice iz jeter miši Cyp51LC in Cyp51LCwt. Najprej smo z 
morfološkimi analizami (TEM in H&E) jeter, ki sta bili opravljeni v sodelovanju z Inštitutom za patologijo, 
Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani, ocenili ustreznost novega mišjega modela Cyp51LC za 
namene naših raziskovalnih ciljev. 
Histološka analiza in kvantitativno ovrednotenje rezultatov sta pokazala podobne fenotipske značilnosti 
jeter Cyp51LC miši obeh spolov (slika 23A, B), kot so bile opažene že pri 19-tedenskih Cyp51 KO miši, 
ki jih je podobno opredelil dr. Gregor Lorbek v svoji doktorski disertaciji. Intenzivnost razrasta žolčnih 
vodov in spremljajočega vnetja je bila nižja kot pri Cyp51 KO miših, vendar v jetrih nismo opazili znakov 
fibroze. V primerjavi z normalnimi jetri obeh spolov miši Cyp51LCwt (slika 23A: a, d) se je v jetrih miši 
Cyp51LC, starih 11 tednov, pojavilo blago do zmerno vnetje okoli portalne vene jetrnih režnjičev, katerega 
intenzivnost se je do 15. tedna povečala tako pri samcih (slika 23A: b, c; B) kot pri samicah (slika 23A: e, 
f; B) istega genotipa. Prisotnost proliferacije žolčnih vodov smo opazili le pri 15-tedenskih Cyp51LC miših 
obeh spolov, ki pa je bila zopet statistično značilno močnejša pri samcih v primerjavi s samicami. 
Rezultati analize TEM (slika 23C) so se pri Cyp51LC miših ujemali s histološkimi, saj smo tudi s to analizo 
identificirali prisotnost proliferacije žolčevodov (slika 23C: a) in vnetne celice (pretežno enojedrne vnetne 





Slika 23: Morfološka ocena jeter Cyp51LC in Cyp51LCwt miši obeh spolov in starosti. (A) Histološki reprezentativni prikaz (a,d) 
normalne strukture jeter brez posebnosti pri kontrolnih živalih v primerjavi z 11-tedenskimi samci (b) in samicami Cyp51LC (e), 
kjer opazimo začetno stopnjo vnetja, katere intenzivnost se je stopnjevala pri samcih (c) in samicah (f) do starosti 15 tednov. 
Pri 15-tedenskih Cyp51LC miših obeh spolov se je razvila tudi proliferacija žolčnih vodov (n = 5–7 miši/skupino). Originalna 
povečava: 100x. (B) Kvantitativen izračun podatkov vnetja in proliferacije žolčevodov H&E analize pri obeh genotipih, spolih in 
starostih. Na grafih so prikazane srednje vrednosti podatkov s standardno napako (n = 5–7). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** 
p < 0,001; **** p < 0,0001, a.e. – arbitrarna enota. Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. (C) 
Reprezentativne slike TEM (a) razrasta žolčevodov pri 15-tedenskih Cyp51LC miših, (b) prisotnosti vnetnih celic (bele puščice) 
v jetrih Cyp51LC miši pri obeh spolih in (c) normalnega žolčnega voda pri obeh genotipih, spolih in starostih miši (n = 5–6 
miši/skupino). Originalna povečava: 5 μm. 
 
Kvantitativna analiza podatkov TEM proliferacije žolčevodov in vnetja pri Cyp51LC in Cyp51LCwt miših 
(preglednica 43), ki smo jo opravili z dvosmerno ANOVO in uporabo Bonferronijevega popravka, je 
pokazala statistično značilno povečanje proliferacije žolčnih vodov pri samcih Cyp51LC, starih 15 tednov. 
Vnetje je bilo prisotno v jetrih Cyp51LC 11-tedenskih samcev in pri obeh spolih Cyp51LC miši, starih 15 
tednov. Šibka območja proliferacije žolčevodov in vnetja, ki smo jih opazili pri posameznih kontrolnih 
Cyp51LCwt samicah že pri 11 tednih, nakazujejo na možnost učinka antibiotika doksiciklina, ki so ga 




Preglednica 43: Kvantitativen izračun podatkov TEM stopnje proliferacije žolčevodov in vnetja okoli portalne vene jeter pri 
Cyp51LC in Cyp51LCwt miših obeh spolov in starosti (n = 5–6 miši/skupino). KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** 
p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. 
Spol Genotip Proliferacija žolčnih vodov Vnetje okoli portalne vene 
  11 tednov 15 tednov 11 tednov 15 tednov 
Samci WT 0 (6) 0 (6) 0 (6) 0 (6) 
 KO 1 (6) 5 (5) *** 5 (6) *** 4 (5) ** 
Samice WT 2 (6) 0 (6) 2 (6) 1 (6) 
 KO 1 (5) 3 (5) 4 (5) 5 (5) ** 
 
Medtem ko sprememb na ravni celičnih organelov pri kontrolnih živalih z analizo TEM nismo opazili (slika 
24a, b), je bilo pri Cyp51LC miših obeh spolov opaziti močno spremenjene celične organele: otekle 
mitohondrije (slika 24c), razširjene ciste EnR (slika 23d), v več hepatocitih je prišlo do izgube 
citoplazemskega materiala (slika 24e), pojavil se je nenormalen videz jeder hepatocitov, ki je bil videti kot 
zgoščevanje kromatina (slika 23f), kar nakazuje na precejšnji odziv hepatocitov na moteno sintezo 
holesterola zaradi izbitja Cyp51. 
 
Slika 24: Posledice motene holesterolne sinteze jeter na ultrastrukturni ravni. Reprezentativne slike analize TEM (n = 5–6 
miši/skupino) (a) normalnih mitohondrijev (povečava: 1 µm) in (b) EnR (povečava: 0,5 µm) pri kontrolnih živalih, medtem ko 
so bili pri Cyp51LC miših, obeh spolov (c) mitohondriji močno otečeni (povečava: 5 µm), (d) razširjene ciste EnR (povečava: 
0,5 µm), (e) v več hepatocitih smo zaznali izgubo citoplazemskega materiala (povečava: 2 µm) in (f) nenormalna jedra 





4.2.3 Aktivacija kompenzacijskih mehanizmov jeter ob prekinitvi poznega dela sinteze 
holesterola 
Biogeneza in razgradnja lipidnih kapljic (LK), kot tudi njihova interakcija z organeli, predvsem z EnR, je 
tesno povezana s celično presnovo in je ključna pri varovanju celic pred toksičnimi učinki lipidov (250). 
Pri histološkem pregledu jeter smo v hepatocitih jeter Cyp51LC opazili različno kopičenje LK (slika 25A). 
Zaradi pomena LK pri razvoju presnovnih bolezni jeter smo to želeli podrobneje raziskati. Najprej smo 
ocenili intenzivnost kopičenja LK znotraj jeter Cyp51LC in Cyp51LCwt pri obeh spolih. Ob kvantitativnem 
izračunu H&E podatkov smo opazili statistično značilno povečanje v kopičenju LK pri samicah Cyp51LCwt 
med 11 in 15 tednom starosti (slika 25B), kar bi lahko predstavljalo jetrni odziv miši na aplikacijo 
doksiciklina (251). 
Kopičenja LK pri Cyp51LC miši, starih 11 tednov in upad v kopičenju LK pri 15-tedenskih Cyp51LC miši, 
ki smo ga pri H&E analizi opazili, nismo mogli statistično značilno dokazati (slika 25B). Ultrastrukturni 
pregled jeter s TEM je pokazal podobne učinke kopičenja LK kot pri H&E (slika 25B, C), vendar tudi tukaj 
statistično neznačilno. Kopičenje LK je bilo prisotno pri 11-tedenskih Cyp51LC samcih (slika 25C: a), 
medtem ko smo pri 15-tedenskih miših Cyp51LC videli manj prisotnih LK znotraj jeter (slika 25C: b). 
Število LK pri kontrolnih živalih smo ocenili za normalno (slika 25C: c). Da bi razjasnili mehanistično 









Slika 25: Ovrednotenje presnove LK v jetrih Cyp51LC in Cyp51LCwt miši. (A) Reprezentativna slika jeter obeh spolov Cyp51LC 
miši, starih 15 tednov z nekaj LK. Originalna povečava: 400x. (B) Kvantitativni izračun podatkov H&E in TEM kopičenja LK v 
jetrih samcev in samic obeh spolov pri obeh starostih. Stolpci grafov prikazujejo povprečje podatkov s standardno napako 
(H&E: n = 5–7; TEM: n = 5–6). A.e. – arbitrarna enota, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; 
**** p < 0,0001. (C) Reprezentativne slike TEM (a) povečanega kopičenja LK pri Cyp51LC samcih, starih 10 tednov (povečava: 
2 µm), (b) nižja intenziteta kopičenja LK pri 15-tedenskih Cyp51LC miših predvsem pri samicah (povečava: 2 µm) in (c) 
normalna količina LK v hepatocitih pri obeh spolih kontrolnih živalih. Bele puščice na slikah C: a–c označujejo lipidne kapljice 
(povečava: 5 µm). 
 
Presenetilo nas je, da smo s TEM znotraj hepatocitov Cyp51LC miši obeh spolov opazili posamične 
kristale in prazne kristalne špranje (slika 26A: b, c), medtem ko pri kontrolnih Cyp51LCwt miših kristalov 
ali špranj ni bilo videti (slika 26A: a). Podroben pregled vzorcev je pokazal prisotnost večje količine 
pravokotno in ovalno oblikovanih kristalov (slika 26A: d, e) s kristalnimi špranjami v Kupferjevih celicah, 
ki so bile prisotne med posamičnimi hepatociti v jetrih Cyp51LC miši (slika 26A: f). S kvantitativnim 
izračunom podatkov TEM smo potrdili kopičenje kristalov znotraj hepatocitov in Kupferjevih celic miši 
Cyp51LC obeh spolov, ki se je pri 15 tednov starih miši, v primerjavi z 11-tedenskimi, povečalo (slika 
26B). Kljub temu da so bili kristali različnih velikosti, smo ocenili njihovo širino med 0,04–0,14 µm, dolžino 
pa med 0,07–1,82 µm (preglednica 44). Poleg tega smo v jetrnem parenhimu miši Cyp51LC opazili več 
apoptotičnih celic, kar bi lahko bil vzrok lipotoksičnega vpliva kristalov na hepatocite (slika 26C). Dodatno 






Slika 26: Pregled morfoloških značilnosti v jetrih Cyp51LC in Cyp51LCwt miši. Reprezentativne TEM slike kažejo (a) hepatocit 
z nekaj LK pri kontrolnih miših, povečava: 5 µm in (b) redke kristale (povečavi: 5 µm in 0,5 µm) s (c) kristalnimi špranjami 
(povečavi: 2 µm in 0,2 µm), ki smo jih opazili v hepatocitih Cyp51LC miši obeh spolov. (d,e,f) Večje količine pravokotno 
oblikovanih kristalov in kristalne špranje smo identificirali v citoplazmi Kupferjevih celic (povečava: 0,2 µm), ki so bile prisotne 
ob številnih močno poškodovanih hepatocitih (povečava: 5 µm). (B) Kvantitativni izračun podatkov prisotnih kristalov v jetrih 
Cyp51LC miši, prikazanih s stolpčnim grafom, kjer stolpci pomenijo srednjo vrednost podatkov s standardno napako (n = 5–6). 
KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt, a.e. – arbitrarna enota. * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001. (C) Reprezentativna H&E 


























4.2.4 Analiza primarnih celic kot pomemben dejavnik presnovnih bolezni jeter 
Z željo po boljšem razumevanju molekularnih procesov patogeneze, povezane z moteno sintezo 
holesterola zaradi izbitja Cyp51 v hepatocitih, smo iz jeter miši Cyp51LC in Cyp51LCwt obeh spolov in 
starosti izolirali primarne hepatocite z dvostopenjsko perfuzijo s kolagenaznim encimom. Medtem ko težav 
z izolacijo parenhimskih celic iz jeter kontrolnih miši nismo imeli, smo pri Cyp51LC večkrat naleteli na 
oteženo pridobitev ustreznega števila za življenje sposobnih celic, zaradi česar je bilo število vzorcev, 
vključenih v analize primarnih hepatocitov, nižje od pričakovanega. Sliki 27A in B prikazujeta, da smo 
uspeli potrditi izbitje na ravni mRNA Cyp51, kot tudi ravni proteina CYP51 v hepatocitih, izoliranih iz jeter 
Cyp51LC miši. Znižano izražanje gena Cyp51 je bilo sicer statistično značilno, ne kaže pa močne razlike 
v znižanju izražanja gena Cyp51 med Cyp51LC in Cyp51LCwt. Predvidevamo, da je imel eden od vzorcev 
izbit gen Cyp51 le na enem alelu Cyp51, kot je razvidno iz slike 27B. Učinkovitost izbitja gena Cyp51 je 
namreč odvisna od količine popite vode z doksiciklinom, ki izrez inducira in je tako individualna glede na 
posamično žival. Vse nasajene primarne hepatocite smo pred žrtvovanjem morfološko preverili in ocenili 





Slika 27: Ovrednotenje učinkovitosti izbitja gena Cyp51 v primarnih hepatocitih jeter miši Cyp51LC obeh spolov. (A) Izražanje 
mRNA Cyp51 (n = 3–5) in (B) Western blot proteina CYP51 z ustreznim grafom relativne količine CYP51 glede na GAPDH 
količino (n = 3). KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. (C) Prikaz primarnih hepatocitov 
pod svetlobnim mikroskopom po 24 urah gojenja v sterilnih pogojih pri 37 °C v navlaženem CO2 inkubatorju, ki razvijejo tipično 
heksagonalno obliko. Originalna povečava: 40x. 
 
Da bi dodatno potrdili prekinitev sinteze holesterola, smo preverili stanje presnovkov ob moteni sintezi 
holesterola v primarnih hepatocitih. Pokazali smo, da so se v hepatocitih Cyp51LC miši močno povišale 
vrednosti lanosterola in dihidrolanosterola v primerjavi s kontrolnimi celicami, kar kaže na zanesljivo 
potrditev izbitje Cyp51 v hepatocitih. Zaznali smo nižje vrednosti holesterola in D7-latosterola, medtem 
ko v primarnih hepatocitih Cyp51LC mišjega modela nismo zaznali cimosterola, 24α-dihidrolanosterola in 
desmosterola (slika 28). Primarni hepatociti so bili gojeni v hranilnem mediju z 10 % serumom, ki je 
vseboval holesterol. Izmerjene koncentracije holesterola pri kontrolnih celicah predstavljajo skupek 
njihovega normalno proizvedenega holesterola, skupaj s prisotnim holesterolom v mediju, medtem ko so 
izmerjene nizke vrednosti holesterola pri primarnih hepatocitih Cyp51LC le posledica prevzema 
holesterola iz medija, ne pa tudi lastne sinteze holesterola. To se je nadalje izkazalo kot omejitev naše 
raziskave pri analizi qPCR, saj je 10 % vsebnost seruma v mediju, ki je sicer pomembna za normalno rast 





Slika 28: Koncentracije holesterola in njegovih intermediatov v primarnih hepatocitih. Meritve so podane v ng/ml ali v primeru 
holesterola v μg/mg in normalizirane na 100 μg skupnih proteinov. Vrednosti predstavljajo povprečja izmerjenih koncentracij s 
standardno napako (n = 4–5). KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. 
 
Najprej nas je zanimalo izražanje hepatocitnega jedrnega faktorja 4α (angl. The hepatocyte nuclear factor 
4 alpha – HNF4α). Ta velja za glavnega regulatorja diferenciacije hepatocitov pri ohranjanju njihove 
funkcije (252). Izražanje Hnf4a se ni statistično značilno spremenilo, kar nakazuje na to, da v 
parenhimskih celicah, ki smo jih vključili v nadaljnje analize, še ni prišlo do celičnega reprogramiranja 
(slika 29A). Analiza izražanja mRNA jetrnih genov, prikazana v sliki 29A, ni pokazala statistično značilnih 
razlik v izražanju predlanosterolnega Sqle, polanosterolnega Dhcr7 in glavnega prepisovalnega 
regulatorja sinteze holesterola Srebf2 (slika 29A). To lahko povežemo s tem, da smo primarne hepatocite 
gojili v normalnih pogojih v hranilnem mediju, ki vsebuje 10 % serum, zato so celice prejele dovolj hranilnih 
snovi in do aktivacije negativne povratne zanke s Srebf2 za sintezo holesterola ni prišlo (236). Vseeno pa 
smo opazili spremembe v povišanem izražanju Lxra pri samicah Cyp51LC, kar usmerja na to, da aktivnost 
receptorja LXR lahko uravnava prenos LK v hepatocitih (slika 29B). Poleg tega smo pokazali tudi 
statistično značilno znižanje v izražanju Rorc in Hsd3b5 ter povišano izražanje Cd36 v hepatocitih samcev 
Cyp51LC (slika 29B). Medtem ko se je relativno izražanje Ctnnb1 statistično značilno povišalo (vrednost 
p = 0,016; slika 29C) pri vseh miših Cyp51LC, pri posamičnem spolu Cyp51LC statistično značilnega 





Slika 29: Izražanje izbranih genov v primarnih hepatocitih merjenih s qPCR analizo, s prikazom povprečja podatkov s 
standardno napako (n = 3–5). M – samci, Ž – samice, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; **** p < 0,0001. 
 
4.2.5 Upravljanje lipolize in endoplazemskega stresa v hepatocitih 
Presnova lipidov predstavlja pomemben dejavnik pri celičnem odzivu na stres (253). Motena sinteza 
holesterola v hepatocitih povzroči kopičenje visokih koncentracij sterolnih intermediatov, ki lahko s svojo 
toksično naravo povzročijo poškodbe EnR. Čeprav je znotraj hepatocitov obilo EnR, so ti zelo občutljivi 
na motnje v svojem delovanju. To smo tudi potrdili z rezultati TEM, ki so pokazali močno razširjene in 
poškodovane strukture EnR. Želeli smo preveriti stopnjo stresa EnR z meritvami mRNA senzorjev 
razvitega proteinskega odziva (angl. unfolded protein response (UPR) sensors). Opazili smo povišano 
izraženost genov Atf4 in Atf6 v hepatocitih Cyp51LC v primerjavi s kontrolnimi celicami, medtem ko 
sprememb v izražanju sXbp1 in Chop v primarnih celicah Cyp51LC nismo zaznali (slika 30A). 
Z analizo pretočne citometrije (FACS), ki je bila opravljena na Odseku za molekularne in biomedicinske 
znanosti, Instituta Jožefa Stefana in dodatnimi testi qPCR smo pristopili k pojasnitvi nejasnih zaključkov 
o kopičenju LK oz. aktivnosti lipolize v hepatocitih, ki smo jih opazili pri morfoloških analizah, saj biogeneza 
LK predstavlja eno od možnih poti odplavljanja odvečne količine toksičnih sterolnih produktov iz celic. Na 
kratko, primarne hepatocite smo gojili v različnih hranilnih medijih (celotni hranilni medij – CM, medij prost 




prisotnosti 0,1 % govejega serumskega albumina brez maščob (FAF-BSA) za 24 h in celice analizirali s 
FACS. Predstavljeni rezultati na sliki 30B kažejo odziv primarnih hepatocitov Cyp51LC in Cyp51LCwt na 
kopičenje LK ob sprožitvi celičnega stradanja. Kopičenje LK smo opazili v celotnih celičnih populacijah 
Cyp51LC in Cyp51LCwt. Hepatociti Cyp51LC so imeli podobne vrednosti bazalne količine LK v primerjavi 
s kontrolnimi hepatociti Cyp51LCwt, vendar se niso odzvali na dodatek OK s povečanjem kopičenja LK, 
kar je posebej očitno v pogojih, ki so bili bogati s hranili in serumom (slika 30B). Nadalje smo ovrednotili 
vsebnost LK v treh podpopulacijah celic, ki vsebujejo različne količine nevtralnih lipidov in smo jih v analizi 
poljubno nastavili na nizko, srednjo in visoko vsebnost LK (slika 30C–E). Dodatek OK je statistično 
značilno povišal kopičenje LK izključno v podpopulaciji celic Cyp51LCwt z visoko vsebnostjo LK, vendar v 
primerljivi podpopulaciji celic Cyp51LC do sprememb v kopičenju LK ni prišlo (slika 30C). Celice Cyp51LC 
in Cyp51LCwt niso pokazale sprememb v kopičenju LK v podpopulacijah z nizko in srednjo vsebnostjo 
lipidov (slika 30D, E). Rezultati kažejo, da so hepatociti Cyp51LC, v nasprotju s kontrolnimi celicami 
Cyp51LCwt, izgubili sposobnost povečanega kopičenja LK po izpostavitvi stradanja z OK. 
Dodatno smo domnevo, da je razgradnja LK v hepatocitih Cyp51LC hitrejša, potrdili z izražanjem ključnih 
genov lipolize z analizo qPCR. V primarnih hepatocitih Cyp51LC mišjega modela smo opazili povišano 
izražanje Pnpla2 in Abdh5, medtem ko pri izražanju mRNA Plin5 statistično pomembnih razlik nismo 





Slika 30: Ovrednotenje stresa EnR in biogeneze LK v primarnih hepatocitih jeter miši. (A) Točkovni grafi prikazujejo izražanje 
tarčnih genov, ki uravnavajo stres EnR. V grafu so prikazana povprečja podatkov s standardno napako (n = 3–5). (B) Graf 
prikazuje kopičenje LK v celotni populaciji primarnih hepatocitov Cyp51LC in Cyp51LCwt miši, ki so bili gojeni v celotnem 
hranilnem mediju – CM, mediju prostem seruma – RPMI in seruma ter aminokislin prostem mediju – HBSS brez (-) ali z 
dodatkom (+) oleinske kisline (OK). Prikaz kopičenja LK v celičnih podpopulacijah, ki so bile razvrščene po (C) visoki, (D) nizki 
in (E) srednji vsebnosti LK. Vrednosti grafov (B–E) so srednje vrednosti treh neodvisnih ponovitev poskusov s standardno 
napako. (F) Relativno izražanje tarčnih regulatornih genov lipolize. V grafu so prikazana povprečja podatkov s standardno 
napako (n = 3–5). RFE – relativna fluorescenčna enota, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; 




4.3 Nesmrtna celična linija hepatocitov z izbitim genom Cyp51 
K pripravi nesmrtne celične linije hepatocitov z moteno sintezo holesterola smo pristopili z željo po 
izpostavitvi trajnega celičnega ogrodja za študije presnovno odvisne hepatokarcinogeneze. Večina 
ugotovitev o presnovno odvisnem HCC zaradi motene sinteze holesterola je bilo do sedaj opravljenih na 
fibroblastih ter drugih celičnih modelih. Podatki o raziskavah vpliva sinteze holesterola v povezavi s 
karcinogenezo, na fiziološko relavantnejših celičnih tipih, kot so npr. hepatociti, enterociti ali celice 
centralnega živčnega sistema (24), so redki. To nas je spodbudilo, da smo načrtovali pripravo trajne 
celične linije Hepa 1-6, ki smo ji s tehnologijo CRISPR/Cas9 izbili gen Cyp51 z odstranitvijo eksonov 2–4. 
Dodatni razlog izbire navedene celične linije je bil tudi, da je bila celična linija Hepa 1-6 glede na naše 
vedenje redka celična linija hepatocitov, izolirana iz miši ženskega spola (254). 
 
4.3.1 Priprava gensko spremenjene trajne celične linije hepatocitov Cyp51 KO 
Zasnova priprave celične linije hepatocitov Cyp51 KO, ki je podrobno opisana v Materialih in metodah v 
poglavju 3.4, je prikazana na sliki 31. Obsega nacepitev celic Hepa 1-6 na 24-jamično ploščo, CRISPR 
transfekcijo z lipidnim transfekcijskim reagentom za vnos kompleksa encima Cas9 in mešanico treh 
sgRNA v celice, osamitev transficiranih celičnih klonov in sklop več pripravljalnih korakov celičnih klonov 
vse do njihovega zamrzovanja za namene nadaljnjih analiz. Osamitev transficiranih celičnih klonov smo 
izvedli s tehniko redčenja mešanih celičnih kolonij in izkazalo se je, da je priprava posamičnih klonov 
precej zamudna, saj je bilo potrebno za pridobitev prvih 80–90 % konfluentnih klonov na 96-jamični plošči 
približno 18 dni. Šele nato smo postopek precepljanja lahko izpeljali dalje. Vse celice smo nasajali na 
kolagensko prevlečene plošče, da bi omogočili celicam s potencialno moteno sintezo holesterola zaradi 
izbitega gena Cyp51 lažje pritrjanje. Med optimizacijo smo opazili, da se nekatere celice težje pritrjajo in 





Slika 31: Shematski prikaz priprave celične linije hepatocitov Cyp51 KO s približnim časovnim potekom dela. 
 
4.3.2 Opredelitev trajne celične linije hepatocitov Cyp51 KO z moteno sintezo 
holesterola 
Po postopku priprave celičnih klonov smo izolirali mRNA 113 celičnih klonov, gojenih v normalnem 
hranilnem mediju za celične kulture. Po korakih smo izražanje gena Cyp51 posamičnih klonov v treh 
tehničnih ponovitvah pomerili s qPCR in izbrali med cDNA pomnožki klonov s poznimi točkami prehoda 
mejne linije fluorescence (angl. crossing point – Cp) (+30). Slika 32A kaže znižano izražanje mRNA Cyp51 
v klonu KO. Druga dva celična klona (WT – negativna CRISPR kontrola in K) nista pokazala znižanja v 
izražanju Cyp51. Prav tako ni bilo sprememb v mRNA izražanju Cyp51 v nativnih celicah Hepa 1-6 brez 
CRISPR transfekcije, kar je bilo pričakovano. Na proteinski ravni, pri klonu KO nismo zaznali aktivnega 




ali 0,5 % FBS) (slika 32B). To pomeni, da se niti pri normalni oskrbi celic s serumom ali pri pomanjkanju 
hranil sinteza holesterola s povratno zanko SREBP ni aktivirala. Pri kontrolnem celičnem klonu WT kot 
pri nativnih celicah Hepa 1-6 smo opazili prisotnost proteina CYP51 pri obeh pogojih gojenja celic, kar 
kaže normalno aktivnost sinteze holesterola v celicah. V nadaljnjih korakih smo namnoženo 
rekombinantno linijo CRISPR celičnega klona KO, kjer ocenili, da je prilo do izbitja gena Cyp51, 
poimenovali Cyp51 KO, medtem ko je namnožena celična rekombinantna linija klona WT služila kot 
kontrola, imenovana Cyp51 WT. 
 
Slika 32: Učinkovitost inženiring genoma s CRISPR/Cas9 tehnologijo na ravni (A) mRNA izražanja gena Cyp51 in (B) proteina 
CYP51 ter kontrolnega proteina GAPDH. Prikazani so izbrani kloni za nadaljnjo karakterizacijo, ki so bili gojeni v celotnem 
mediju z 10 % serumom za analizo izražanja mRNA in kloni v celotnem mediju z dodatkom 0,5 % in 10 % seruma za detekcijo 
aktivnosti proteinov. Hepa 1-6 – kontrolne nativne celice Hepa 1-6, WT – kontrolne celice negativne CRISPR transfekcije 
(Cyp51 WT), K – celični klon, KO – Cyp51 KO, L – lestvica. 
 
Vzporedno s qPCR analizo smo morfološko ovrednotili rast obeh celičnih rekombinantnih linij (slika 33). 
Medtem ko so kontrolne celice odražale značilno poligonalno sploščeno obliko parenhimskih celic jeter, 
so bile celice Cyp51 KO vretenaste oblike z dolgimi celičnimi podaljški. Nekatere so imele tudi nabrekla 
jedra. 
 
Slika 33: Morfološki pregled celičnih linij Cyp51 KO in WT gojenih v celotnem hranilnem mediju z 10 % serumom pod invertnim 






Zaradi predhodnih opažanj, da se celice linije Cyp51 KO ob precepljanju težje pritrjujejo na podlago plošč 
za gojenje celičnih kultur in rastejo počasneje kot kontrolne celice linije Cyp51 WT, smo med pripravami 
vzorcev za sekvenciranje po Sangerju izvedli test celične proliferacije. Graf slike 34 kaže stopnjo celične 
rasti med dvema presajanjema celičnih linij. Videti je, da imajo Cyp51 WT celice sposobnosti normalne 
celične rasti, saj je v zgodnji fazi, torej prvi dan, prišlo do statistično značilnega povečanja gostote celic 
pri Cyp51 WT ob dodatku hranil z 10 % serumom. Drugi dan pa smo opazili ob zmanjšanju oz. povečanju 
hranil (0,5 % oz. 10 % seruma) statistično značilno povečanje števila celic linije Cyp51 WT. Tretji dan so 
celice Cyp51 WT prešle v stacionarno fazo. V nasprotju s kontrolnimi celicami, pri celicah linije Cyp51 KO 
faz celične rasti ne moremo jasno opredeliti. Videti je, da je njihova stopnja rasti upočasnjena v primerjavi 
s kontrolnimi celicami, tako prvi kot drugi dan po nasaditvi, kjer bi lahko bil vzrok motnja presnovnih 
procesov, povzročenih z moteno biosintezo holesterola, saj je holesterol nujno potreben za normalno 
celično proliferacijo. 
 
Slika 34: Grafično ovrednotenje celične rasti 24 h, 48 h in 72 h po nasaditvi celičnih linij Cyp51 KO in WT, ki smo jih gojili v 
celotnem hranilnem mediju z 10 % in 0,5 % serumom. Vrednosti predstavljajo ponovitve treh neodvisnih testov s šestimi 
tehničnimi ponovitvami (n = 18). V grafu so prikazana povprečja podatkov s standardno napako. ** p < 0,01; **** p < 0,0001. 
KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
 
Nečistost sekvenc oz. prekrivanje različnih vrhov v kromatogramu sekvenciranja po Sangerju na sliki 35A 
pojasnjuje naše težave, s katerimi smo se srečali pri sekvenciranju izbranega celičnega klona. Kljub 
čiščenju sekvenčnih produktov in menjavi oligonukleotidnih začetnikov so sekvence kazale prisotnost 
mešanic različnih alelov v celični liniji Cyp51 KO v eksonu 2 in 4, ki bi lahko bile posledica delovanja 
CRISPR/Cas9 sistema v mešanici več klonov. Zaporedje v eksonu 3 je pokazalo, da na mestu, kjer bi 
moralo priti do reza encima Cas9 in spremembe v nukleotidnem zaporedju DNA Cyp51 (primanjkljaj 17 
nukleotidov in premik bralnega okvirja), do tega ni prišlo. Nukleotidno zaporedje je ostalo enako 
referenčnemu zaporedju gena Cyp51 v eksonu 3 (slika 35B). Ker nismo uspeli dobiti lepih sekvenc 
eksonov 2 in 4, smo preverili stanje presnovkov sinteze holesterola, da bi zanesljiveje potrdili odsotnost 
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ali prisotnost izbitja Cyp51 v celicah linije Cyp51 KO (slika 35C). Izmerjene vrednosti sterolnih 
intermediatov pri celicah linije Cyp51 KO so bile skladne z meritvami v celični liniji Cyp51 WT in ni bilo 
videti povišanih koncentracij lanosterola, kot je to pričakovati v primeru motene sinteze holesterola zaradi 
izbitja gena Cyp51. 
 
Slika 35: Ovrednotenje celične linije Cyp51 KO s sekvenciranjem po Sangerju in analizo sterolnih intermediatov. (A) 
Kromatogram s prekrivanji vrhov v eksonu 2 (podobno pri eksonu 4 – ni priloženo) gena Cyp51, ki kažejo na mešanico več 
alelov, (B) del nukleotidnega zaporedja v eksonu 3 gena Cyp51, kjer naj bi na označenem mestu prišlo do načrtovanega reza 
encima Cas9, vendar je to ostalo nespremenjeno in enako nukleotidnemu zaporedju mišjega referenčnega nukleotidnega 
zaporedja gena Cyp51. (C) Koncentracije holesterolnih intermediatov v celičnih linijah Cyp51 KO in WT (n = 4-5/skupino). 
Meritve so podane v ng/ml. KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
 
Kljub začetnim obetavnim rezultatom po uspeli pridobitvi celičnega klona z izbitjem Cyp51, so rezultati 
sekvenc in stanje presnovkov pokazali, da nismo uspeli uresničiti zastavljenega cilja. Vzrok za nastalo 
situacijo lahko pripišemo fazi postopka nasajanja posamičnih celičnih klonov za detekcijo izražanja gena 
Cyp51, kjer je med posamičnimi celicami morda ostala kakšna normalna oz. kontrolna celica, ki je imela 
močnejši celični proliferacijski potencial, ki ji je omogočil, da je med presajanjem celic prerastla 
rekombinantni klon Cyp51 KO s šibkejšim proliferacijskim potencialom. To potrjujejo tudi rezultati 






HCC predstavlja bolezen številnih molekularnih sprožilcev in se pogosteje pojavlja pri moških, čeprav vse 
več literaturnih podatkov kaže na naraščajočo pojavnost HCC tudi pri ženskah po menopavzi (255-257). 
Preplet različnih dejavnikov, kot so infekcije, presnovni, okoljski, prehrambeni, endokrini dejavniki in 
dejavniki dednosti, ki privedejo do nenormalne aktivacije celičnih in molekularnih regulatornih poti, 
predstavlja zasnovo za nastanek HCC (88). To kaže, da je razumevanje hepatokarcinogeneze potrebno 
usmeriti v tarčne raziskave najzgodnejših faz nastanka bolezni, kar bi v prihodnje pripomoglo k 
zgodnejšemu odkrivanju bolezni (258). 
Presnovne motnje vplivajo na razvoj NAFLD, ki lahko napreduje vse do HCC (72). Med lipidnimi dejavniki, 
povezanimi s progresivno okvaro jeter, je tudi holesterol, ki je neobhodno potreben za izgradnjo steroidnih 
hormonov ter žolčnih kislin in predstavlja bistveni sestavni del celičnih membran, vendar njegova vloga v 
razvoju hepatokarcinogeneze ostaja nepojasnjena (259). Sinteza holesterola je pomembna za rast jetrnih 
tumorjev, predvsem kadar pride do pomanjkanja maščobnih kislin (177, 196). To kaže na medsebojno 
povezanost teh dveh sinteznih poti v hepatokarcinogenezi. Ugotovili so povišano aktivnost SQLE, encima 
predlanosterolnega dela sinteze holesterola, in dokazali njegovo vlogo pri razvoju z NAFLD pogojenega 
HCC (182). Po drugi strani pa motena sinteza holesterola zaradi izbitja Cyp51 v predpubertetni dobi pri 
miših vodi v razvoj poškodb jeter s proliferacijo žolčevodov, fibrozo in izrazito s spolom povezano 
nefunkcionalnost jeter pri predpubertetnih samcih (183). Predlanosterolni del sinteze holesterola, ki je 
neposredno vključen v tvorbo holesterola, sodeluje še pri izgradnji drugih fiziološko pomembnih molekul, 
kot so ubikinon, dolihol in prenilirani proteini. Nasprotno pa je bil še do nedavnega polanosterolni del 
sinteze holesterola direktno vezan le na izgradnjo molekule holesterola in zato zanimiv tudi kot 
farmakološka tarča (260). Zadnje raziskave kažejo, da predstavljajo sterolni intermediati poznega dela 
sinteze holesterola signalne molekule številnih molekularnih procesov (34, 35, 261). 
Osrednji namen doktorskega dela je bil opredeliti, kako izbitje mišjega gena Cyp51 v hepatocitih, in s tem 
prekinjena sinteza holesterola, vplivata na napredovanje NAFLD med staranjem miši. Pri tem smo se 
osredotočili na molekularne mehanizme in preverili tudi hipotezo, ali so parenhimske jetrne celice ključni 
dejavnik napredovale patogeneze. 
Tumorji jeter pri miših z izbitim genom Cyp51 in prekinjeno sintezo holesterola nastanejo zaradi 
sprememb v signalnih poteh parenhimskih celic jeter, kar bolj prizadene starejše samice. CYP51 
je gen poznega dela sinteze holesterola (35). Motnje, ki jih izbitje gena z rekombinazo Cre pod 
albuminskim promotorjem povzroči v hepatocitih, se začnejo pri mlajših odraslih živalih izražati v jetrnem 




poznem starostnem obdobju miši pa se patologija še poslabša, skupaj z razrastom fibroze ter z razvojem 
tumorjev na jetrih. Na patomorfološki in histološki ravni Cyp51 KO miši smo, pri samicah od 12. meseca 
dalje in pri samcih od 18. meseca dalje, opazili prve tumorje, ki so bili opredeljeni kot makroskopsko vidni 
jetrni vozliči različnih barv. Pojavnost jetrnih tumorjev je bila pri 24-mesečnih miših z izbitim genom Cyp51 
1,5-krat višja pri samicah, v primerjavi s Cyp51 KO samci, vendar se tumorji niso pojavili pri vseh živalih. 
To kaže, da gen Cyp51 najverjetneje ni gonilec hepatokarcinogeneze, vendar pomembno vpliva na njen 
razvoj (79). 
Padec telesne teže pri obeh spolih Cyp51 KO miši, skupaj s hepatomegalijo pri Cyp51 KO samicah v 
starosti 24 mesecev, lahko povežemo z aktivno hepatokarcinogenezo, ki je bila izrazitejša pri samicah z 
izbitim genom Cyp51. Različen odziv na razvoj hepatokarcinogeneze lahko pojasnimo s tem, da so jetra 
spolno odvisni organ (262), kar se vidi v razvoju različnih patologij pri moških in ženskah. Pogosteje za 
akutno jetrno odpovedjo, benignimi lezijami jeter, avtoimunim hepatitisom in hepatoksičnostjo, ki jo 
povzročijo različni toksini na jetrih, zbolijo ženske. Pri moških pa so pogosteje opaženi maligni jetrni 
tumorji in virusni hepatitis (116). 
S spolom povezan razvoj patologij jeter je povezan tudi z ravnjo hormonov pri ljudeh in laboratorijskih 
živalih. V splošnem velja, da imajo estrogeni varovalno vlogo pri razvoju HCC (121, 125), kar se odraža 
v nižji pojavnosti HCC pri ženskah. Po menopavzi se pojavnost HCC pri ženskah močno poviša (254, 
256), vendar ostaja še vedno nižja kot pri moških. To je lahko povezano tudi s padcem ravni estrogenov 
zaradi nefunkcionalnosti jajčnikov (159). Presnova lipidov in estrogeni so v celicah maščobnega tkiva in 
jeter tesno povezani tudi z avtokrinim in parakrinim načinom sinteze spolnih hormonov. V maščobnem 
tkivu ima E2 neposreden učinek na lipoprotein lipazo (spodbudi presnovo trigliceridov) in lipazo, občutljivo 
na hormone (zavre presnovo trigliceridov), ter ima posreden vpliv na delovanje kateholaminov, GH in 
glukagona. V jetrih E2 uravnava sintezo strukturnih apolipoproteinov za VLDL in HDL. Prav tako preko 
adipocitov in hepatocitov E2 vpliva na ravni koncentracij lipidov v krvni plazmi. Pomanjkanje E2 pri 
ženskah po menopavzi tako vodi do različnih presnovnih motenj (263), kar se kažejo tudi v napredovanju 
NASH v HCC (122). 
Pri Cyp51 KO samicah smo opazili povečane vrednosti skupnega holesterola in holesterola HDL ter 
znižanje trigliceridov in prostih maščobnih kislin v krvni plazmi, kar bi lahko bil učinek aktiviranega, s 
spolnimi hormoni povezanega globulina (angl. sex hormone-binding globolin – SHBG), ki deluje s 
specifičnimi tarčnimi molekulami signalne poti estrogenov (264). Ta pot je bila aktivirana le pri samicah 
starih 24 mesecev (slika 18). Pri številnih diagnosticiranih tumorjih pri starejših ljudeh je bila dokazana 




266). Rezultati krvnih parametrov holesterola HDL in trigliceridov pri Cyp51 KO miših so nasprotni 
koncentracijam lipidnih parametrov pri ženskah po menopavzi. Čeprav je dislipidemija definirana s 
padcem koncentracije holesterola HDL in povišano koncentracijo holesterola LDL ter trigliceridov v krvi, 
so pokazali, da lahko hormonska terapija z estrogeni povzroči padec ravni holesterola LDL in poviša 
vrednosti holesterola HDL, kar spodbudi sekrecijo holesterola v žolč pri ženskah po menopavzi (267). Ker 
v sklopu doktorskega dela žal nismo mogli ovrednotiti koncentracij hormonov v krvni plazmi, zaradi 
premajhnih volumnov vzorcev plazme, ki so bili na voljo po preteklih postopkih na živalih, bi bilo za 
ovrednotenje delovanja hormonov na izmerjene vrednosti plazemskih parametrov lipidov Cyp51 KO miši 
v poznem starostnem obdobju, potrebno izvesti novo raziskavo. 
Glede vpliva hormonov na razvoj hepatokarcinogeneze lahko naše raziskave na Cyp51 KO miših 
poznega starostnega obdobja komentiramo le v smislu sinteze steroidnih hormonov v jetrih. Ugotovili smo 
znižano izražanje genov Esr1 in Cyp17a1 ter statistično neznačilno spremembo Cyp19a1. Vsi omenjeni 
geni se dokazano izražajo v hepatocitih (54, 268, 269), zato sklepamo, da je opaženo znižano izražanje 
posledica blokirane sinteze holesterola na mestu CYP51. Znano je, da Cyp17a1 in Cyp19a1 v jetrih lahko 
delujeta na sintezo hormonov na avtokrini ali parakrini način (54, 270). Iz rezultatov lahko sklepamo, da 
sinteza steroidnih hormonov v jetrih najverjetneje ni vzrok za opažene spremembe plazemskih lipidnih 
parametrov. Jetra pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših kažejo tudi znižano izražanje prepisovalnih 
dejavnikov FXR in LRH1, ki direktno uravnata izražanje Cyp17a1 (54), v jetrih 24-mesečnih Cyp51 KO 
samic, zavrta. 
V zadnjem času se izpostavlja tudi posredna genomska signalizacija estrogenov, pri kateri pride do 
aktivacije signalne poti z geni, ki v promotorjih vsebujejo zaporedja ERE. Pri tem se izpostavlja kot zanimiv 
regulator tudi SP1 (271). Aktivacijo prepisovalnega dejavnika ERα, ki smo ga opazili v jetrih pri obeh 
spolih 19-tedenskih in 24-mesečnih Cyp51 KO miših, skupaj s povišano signalno potjo estrogenov pri 
samicah, starih 24 mesecev, morda lahko pripišemo dotoku estrogenov v jetra iz drugih tkiv. Yan Y. in 
sod. so pokazali, da je pri samicah linije C57BL/6 miši raven E2 v serumu pri šestih mesecih starosti 
znašal 47,22 ± 2,39 pg/ml, medtem ko je pri 18. mesecih starosti padel na 10,21± 2,43 pg/ml (272). Na 
aktivnost signalne poti estrogenov lahko, poleg hepatocitov, vplivajo tudi druge celice jeter, kot so 
Kupferjeve celice in sinusoidalne celice jeter (273). Poleg hormonov, lahko signalno pot estrogenov in 
prepisovalni dejavnik ERα aktivirajo tudi drugi ligandi, kot so rastni in vnetni dejavniki v jetrih in v 
maščobnem tkivu, kar vodi do fosforilacije in aktivacije receptorjev (125, 256). Signalizacija z ER je 
predmet intenzivnih raziskav pri kroničnih bolezni jeter, kar kažejo navedeni podatki iz literature, vendar 




Biosinteza holesterola predstavlja nepogrešljivo pot pri delovanju organizma in vključuje več kot 20 genov, 
povezanih s sintezo in uravnavanjem, prenosom in presnovo holesterola (34). V mišjem modelu s pogojno 
izbitim genom Cyp51 je sinteza holesterola specifično prekinjena v hepatocitih. Parenhimske celice jeter 
predstavljajo okoli 60 % vseh jetrnih celic. V prejšnjih študijah so pokazali, da se to odraža z znižanjem 
izražanja gena Cyp51 za okoli 60 % in s padcem aktivnosti proteina CYP51 za 80 %. Aktivnost CYP51 je 
bila zaznana s pozitivnim imunohistokemijskim obarvanjem na področjih periportalnih hepatocitov, ki 
lahko predstavljajo predniške celice jeter (210). To pa bi lahko bilo povezano z močno proliferacijo 
žolčevodov, ki smo jo opazili pri miših v poznem starostnem obdobju in lahko pojasni povišano izražanje 
Cyp51 v jetrih KO miši, predvsem pri samicah, od 18 meseca starosti dalje. Predniške celice, kjer je 
sinteza holesterola neokrnjena, po drugi strani lahko predstavljajo celice, ki se lahko preoblikujejo v 
hepatocitom podobne celice (t. i. ovalne celice/hepatoblasti) z onkogenim potencialom (14, 274). To, 
skupaj s povečanim prevzemom holesterola iz krvne plazme (233, 234), ki ga tumorsko spremenjene 
celice neobhodno potrebujejo za svoj razvoj, lahko pojasni, povišano izražanje genov sinteze holesterola 
v jetrih, najbolj pri samicah z izbitim genom Cyp51, starih 24 mesecev. Prav tako so predhodne raziskave 
pokazale, da tumorske celice v lipidnih raftih, katerih imajo tumorske celice več kot normalne, lahko 
kopičijo večje količine holesterola (260). Nezmožnost hepatocitov za opravljanje fizioloških funkcij zaradi 
kronične bolezni jeter privede do padca v izražanju drugih genov sinteze holesterola, predvsem znižanega 
izražanja genov sinteze žolčnih kislin, kar so ugotovili pri bolnikih s fibrozo jeter (74, 233). 
Moteno delovanje sinteze holesterola se močno odraža tudi v neravnovesju sterolnih intermediatov. 
Najnovejše študije sterolnih intermediatov poznega dela sinteze holesterola so pokazale, da lahko ti 
delujejo tudi kot signalne molekule. Zavrtje različnih encimov sintezne poti holesterola se kaže v kopičenju 
več sterolnih intermediatov z različnimi celičnimi učinki, kot so aktivacija signalne poti RORC (275), 
spodbuda tvorbe oligodendrocitov (276), aktivacija LXRα in zavrtje EGFR signalnih poti (277). Medtem 
ko so bili zaviralci encima lanosterol 14α-sintetaze prepoznani kot potencialna protitumorska tarčna 
zdravila (278), lahko kopičenje lanosterola povzroči razgradnjo HMGCR (279). Kljub temu da je videti 
delno ohranitev jetrne funkcije CYP51 predvsem pri samicah, ta vseeno ni zadostovala za ohranitev 
normalnega presnovnega toka skozi sintezno pot holesterola. V jetrih obeh spolov Cyp51 KO miši 
poznega starostnega obdobja smo opazili povišane koncentracije CYP51 substratov lanosterola in 
dihidrolanosterola, ki normalno nista prisotna v celičnih membranah (280). Dodatek lanosterola celični 
liniji CHO z moteno tvorbo holesterola celo zavira celično rast in lahko v višjih koncentracijah povzroči 
celično smrt (281). Opazili smo tudi nizke koncentracije desmosterola pri Cyp51 KO miših. Prisotnost 
desmosterola v jetrih bi lahko nakazovala na aktivacijo kompenzacijskih mehanizmov ob nižji ravni 




holesterola v jetrih pri Cyp51 KO samicah lahko izvira tudi iz absorpcije holesterola iz krvne plazme (233, 
234), s čimer bi KO samice skušale intenzivneje nadomestiti primanjkljaj holesterola zaradi zavrte 
sintezne poti. 
Razliko med genotipoma miši z izbitim genom Cyp51 in njihovimi kontrolami lahko bolje opredelimo s 
kopičenjem sterolnih intermediatov in ne po njihovem primanjkljaju v spodnjem toku prekinjene sinteze 
holesterola. Razlike med spoloma Cyp51 KO miši pa lahko jasneje razložimo s spolom povezanim 
transkriptomskim odgovorom na neravnovesje sterolnih intermediatov zaradi blokirane sinteze 
holesterola. Zaradi primanjkljaja substratov CYP51 med lanosterolom in cimosterolom, ki so bili 
predlagani za naravne ligande RORC (275), smo pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših obeh spolov opazili 
zavrto signalno pot RORC. Signalna pot RORC je bila pred nedavnim opisana tudi v karcinogenezi. V 
bazalnoceličnih karcinomih so ugotovili znižano izražanje RORC in obratno sorazmernost učinkov 
izražanja RORC s histološkimi stadiji raka pri kohorti pacientk z rakom na dojkah. Prav tako so v celični 
liniji raka na dojkah pokazali, da RORC zavre signalno pot TGF-β/EMT in poti raka (283). To nakazuje na 
možno povezavo med zavrto aktivnostjo prepisovalnega dejavnika RORC in povišano aktivnostjo 
signalne poti TGF-β ter spremembami v ECM pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših. Do sedaj še ni bila odkrita 
povezava med prepisovalnim dejavnikom SOX9 in steroli. Aktivnost druge izooblike prepisovalnega 
dejavnika SOX9 ((SOX9)2) smo opazili le pri Cyp51 KO samicah, med desetimi najbolj statistično 
obogatenimi prepisovalnimi dejavniki, zato menimo, da bi lahko pomembno vplival na razvoj s spolom 
povezane hepatokarcinogeneze. Za potrditev domneve o neposrednem učinku kopičenja lanosterola in 
dihidrolanosterola na aktivnost omenjenega prepisovalnega dejavnika pa bodo potrebne nadaljnje študije, 
s katerimi bi preverili kinetiko vezave med steroli in prepisovalnim dejavnikom, kot je na primer metoda 
na osnovi površinske plazmonske resonance. Lahko pa bi domnevo preverili tudi in vitro z vstavitvijo 
luciferaznega poročevalca v promotor prepisovalnega dejavnika ter ob dodatku lanosterola in/ali 
dihidrolanosterola spremljali izražanje luciferaze. 
Kronične poškodbe hepatocitov z moteno sintezo holesterola so se, poleg spremenjenih encimskih 
vrednosti ALT in AST, odrazile tudi kot nezmožnost opravljanja normalnih fizioloških funkcij. To se je 
pokazalo v aktivnosti komponent ECM, kar smo videli kot pozitivno obogatene gene za sintezo kolagena 
in laminina (Col4a1, Lamc1, idr.). Pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših obeh spolov smo v jetrih s tumorji 
potrdili tudi obogatitev metaloproteaz MMP2 in MMP9, aktiviranih poti proteoglikanov v raku in interakcije 
receptorja za ECM. Te spremembe lahko prispevajo k reorganizaciji mikrookolja jeter in aktivirajo EMT, 
ki omogoča tumorsko progresijo (284). Potrebne so še nadaljnje s spolom povezane opredelitve proteinov 
MMP2 in MM9. Naši dosedanji rezultati nakazujejo, da imata prisotnost proteina MMP9 kot tudi povišano 




MMP9 imata pomembno prognostično vlogo pri pacientih s HCC (173), zato bi bilo zanimivo natančneje 
opredeliti njuno aktivnost/izražanje po spolu. Podatki Atlasa človeških proteinov (angl. The human protein 
atlas) kažejo, da MMP9 predstavlja prognostičen označevalec, katerega povišano izražanje je povezano 
s slabo prognozo pri pacientih z rakom na jetrih. MMP2 po dosedaj dostopnih podatkih nima prognostične 
vloge pri tumorjih na jetrih (285). Aktivirana signalna pot PI3K/AKT, ki uravnava razvoj 
hepatokarcinogeneze pri obeh spolih Cyp51 KO miši, vendar preko različnih genskih tarč, predstavlja 
pomemben terapevtski označevalec presnovno odvisnega HCC (102). Pri pacientih s HCC so bile 
ugotovljene številne genske variante, ki vplivajo na aktivnost te poti. Ena od takšnih genski variant je v 
genu PIK3CA, ki kodira katalitično podenoto proteina PI3K in predstavlja kar 7 % vseh pogostih somatskih 
genskih variant v HCC (286). Poleg teh poti v razvoju hepatokarcinogeneze pri Cyp51 KO miših je 
pomemben tudi doprinos aktivnih miRNA v raku, ki so bile že prepoznane kot pomemben dejavnik pri 
razvoju HCC pri ljudeh (287). Pri vseh Cyp51 KO miših smo opazili tudi izrazit padec aktivnosti presnovnih 
poti. Zato sklepamo, da blokirana sinteza holesterola in prevzem holesterola iz krvne plazme lahko 
privedeta tudi do primanjkljaja substratov za aktivnost omenjenih poti med hepatokarcinogenezo. Kako 
presnovne motnje v sintezi holesterola, vplivajo na pojavnost s presnovo povezanim HCC pri ženskah, 
ostaja nepojasnjeno. 
Višjo pojavnost za hepatokarcinogenezo samic lahko razložimo s pozitivno obogateno signalno potjo 
TGF-β pri Cyp51 KO samicah. Aktivirana signalna pot TGF-β predstavlja osrednji člen uravnavanja 
kronične bolezni jeter in bi lahko prispevala k napredovanju presnovno odvisne bolezni jeter do tumorjev, 
tako pri živalskih modelih kot pri ljudeh (288). Zanimivo je, da je bila korelacija medsebojnega delovanja 
signalne poti TGF-β in gena Cyp51 potrjena tudi na Tgf-fl/fl;Wnt-Cre mišjem modelu (289). Medtem ko 
smo opazili aktivno signalno pot WNT in povišano izražen gen Ctnnb1 le pri samicah, aktivnosti proteina 
CTNNB1 žal nismo mogli opredeliti kot specifičnega za ženske. Ker velja signalna pot WNT/β-katenin za 
eno najpogosteje aktiviranih poti v HCC (290), bi bilo v nadaljnjih raziskavah smiselno raziskati aktivnost 
te poti glede na spol pri presnovno povezanem HCC. 
V naslednjem koraku smo želeli preveriti aktivnost prepisovalnih dejavnikov iz izpostavljenih signalnih 
poti, ki bi jih lahko opredelili kot ključne za razvoj hepatokarcinogeneze pri Cyp51 KO miših. Pri obeh 
spolih miši Cyp51 smo našli pozitivno obogatena dejavnika SOX9, SP1 in negativno obogaten RORC, 
katerega vlogo smo opredeli v sklopu sterolnih intermediatov. SOX9 velja za tumorski označevalec v 
jetrih, ki je potreben za aktivacijo signalne poti TGF-β/SMAD (291) in so ga že povezali z napredovanjem 
NAFLD (292), vendar do sedaj ni bila opisana povezava prepisovalnega dejavnika s spolom povezanim 
razvojem hepatokarcinogeneze. Pri Cyp51 KO samicah je zato posebej zanimiva pozitivno obogatena 




Podobno velja za SP1, ki je bil kot prepisovalni dejavnik v napredovalih fazah tumorjev prepoznan kot 
ključni aktivator TGF-β in med drugimi uravnava tudi vnetje v jetrih (293). To kaže, da bi pozitivna 
obogatitev SP1 pri Cyp51 KO miših lahko vplivala na napredovanje rasti tumorjev. Hujši fenotip pri 
samicah lahko pripišemo tudi vplivu prepisovalnega dejavnika SMAD3 na signalno pot TGF-β (294). 
Izrazito pa sta izstopala pri samicah negativno obogatena prepisovalna dejavnika FXR in LXRα:RXRα iz 
presnove lipidov, ki ju aktivirajo derivati holesterola (78). Nasprotno smo našli pozitivno obogateni 
prepisovalni dejavnik PPARα, ki igra ključno vlogo v uravnavanju presnovnih procesov lipidov in 
maščobnih kislin v jetrih (78), ter NFATC1, ki deluje kot uravnalec kalcija v številnih poteh (295). Njuna 
vloga pri razvoju jetrnih tumorjev ostaja še precejšnja neznanka. 
V skladu z onkološkimi študijami na jetrih (296, 297) lahko povzamemo, da je rezultat spremenjene 
presnove holesterola, ki povzroči kopičenje toksičnih sterolov in porušeno ravnovesje žolčnih kislin, 
kronična poškodba jeter miši Cyp51 KO, ki se kaže v obliki močne fibroze in vnetja. To privede do maligne 
transformacije hepatocitov in s spolom povezanih sprememb v signalnih poteh v jetrih (79). 
Model miši z izbitim genom Cyp51 odpira nova obzorja za boljše razumevanje molekularnih poti s 
presnovo povezanim HCC pri ženskah. Rezultati naših raziskav kažejo, da zavrtje encima CYP51 
pomembno prispeva k razvoju HCC. Pri ljudeh ni podatkov o popolnem izbitju CYP51, saj je gen nujno 
potreben za normalno delovanje organizma. Iz mišjih modelov je znano, da so fenotipske posledice 
izničenja genov predlanosterolne stopnje sinteze holesterola bistveno hujše v primerjavi s tistimi v 
polanosterolni fazi in privedejo do zgodnejše smrtnosti zarodkov. Popolno izbitje gena Cyp51, ki je na 
sredini poti tvorbe holesterola, povzroči smrt zarodkov v 15,5. dnevu (204). Do sedaj samo dve raziskavi 
poročata o škodljivem vplivu heterozigotnih genskih različic CYP51, ki so privedle do odpovedi jeter ter 
smrti dojenčkov (298, 299). Medtem ko je seznam genskih različic CYP51, ki imajo za posledico različne 
fenotipe pri ljudeh, že opisan (300), heterozigotni vpliv CYP51 na hepatokarcinogenezo pri ljudeh ostaja 
nepojasnjen. CYP51 ima nizko stopnjo variabilnosti v primerjavi z drugimi geni sinteze holesterola (301). 
Genska različica rs37417517 CYP51 je bila dokazano povezana z razvojem raka dojk pri ženskah (302), 
medtem ko je bila genska različica rs229188 ugotovljena pri genski študiji žensk med staranjem (303). 
Poleg tega smo z analizo podatkovne baze COSMIC odkrili prisotnost somatskih točkovnih genskih 
variant CYP51 v različnih tumorskih vzorcih, tudi v HCC, kar potrjuje domnevo, da CYP51 lahko 
predstavlja eno od genskih tveganj, ki vodi v razvoj hepatokarcinogeneze pri ljudeh. 
Pri Cyp51 KO miših smo ugotovili, da je pojavnost HCC med spoloma obratna kot pri ljudeh. Medtem ko 
je pojavnost s presnovo povezanega HCC pri moških večja in se tudi s starostjo poveča, so se tumorji 




Večina mišjih modelov, spodbujenih z dieto ali GEM za študije NAFLD-HCC, kaže na večjo pojavnost pri 
samcih, kar je v korelaciji s podatki poteka bolezni pri ljudeh (255). Podobno kot v našem primeru so v 
raziskavi Liao Y.J. in sod. ugotovili, da so samice Gnmt-/- miši bolj izpostavljene hepatokarcinogenezi kot 
samci zaradi različne regulacije presnove glukoze s signalno potjo PI3K/AKT (304). Prav tako je bila višja 
pojavnost tumorjev na jetrih opažena pri samicah ATX-FXR-/-. Predlagali so, da lahko ima koaktivacija 
FXR s proteini virusov hepatitisa varovalno vlogo pri razvoju hepatokarcinogeneze (141). Naše trenutne 
ugotovitve kažejo, da Cyp51 KO miši z aktivno hepatokarcinogenezo med 12. in 24. mesecem starosti 
predstavljajo napovedni model pri razumevanju novih molekularnih poti s presnovo povezanega HCC pri 
ženskah le s stališča od holesterola odvisnega presnovnega reprogramiranja v jetrih. 
Za nedvoumne zaključke spolnih razlik v poteku hepatokarcinogeneze pri Cyp51 KO miših in ženskah s 
HCC po menopavzi, bi bilo potrebno izvesti novo raziskavo na mišjem Cyp51 KO modelu z aplikacijo 
4-vinilciklohepsan diepoksida (VCD). Aplikacija VCD je pri podganah, katerih spolni cikel je podoben 
mišjemu, povzročila poškodbo foliklov jajčnikov in s tem zgodnje staranje jajčnikov, kar se je izkazalo za 
primeren pristop posnemanja hormonskega statusa menopavze pri ljudeh (305). Tako bi lahko v prihodnje 
preverili povezanost medsebojnih vplivov hormonov in s presnovo povezanimivi signalnimi potmi v jetrih, 
maščobnem tkivu in v krvni plazmi miši. Ustreznost modela pa bi dejansko lahko presodili šele, ko bodo 
proučene koncentracije vseh steroidnih hormonov pri miših v odvisnosti od starosti in bo možna 
primerjava s stanjem pri ženskah pred in po menopavzi. 
Literaturna primerjava mišjih in človeških podatkov, ki je povzeta na sliki 18, je izpostavila označevalce, 
ki bi bili lahko pomembni za razvoj hepatokarcinogeneze, skupaj z značilnostmi za posamični spol. Ena 
od ključnih ugotovitevje je povečanje jetrnega holesterola pri Cyp51 KO samicah in zmanjšanje pri KO 
samcih. Kot celice z visoko stopnjo proliferacije, tumorske celice potrebujejo visoke vrednosti holesterola 
za potek biogeneze membran in za druge funkcionalne potrebe. Na primer, holesterolni onkometabolit 
6-okso-holestan-3β,5α-diol je bil obogaten pri pacientkah z rakom dojk in ugotovljen kot spodbujevalec 
tumorske rasti (26). 
Opazili smo z zavrtje izbranih jedrnih receptorjev (FXR, LXRα:RXRα, LRH1 in NR1B1:RXRα) v jetrih 
Cyp51 KO samic, ki predstavljajo vse bolj pomembne tarče v preventivi vnetja in jetrne fibroze (26, 306). 
Pozitivno obogatitev PPARα, ki smo jo opazili le pri Cyp51 KO samicah, je že bila potrjena pri pacientih z 
NAFLD (78), vendar njegova vloga pri pacientih s HCC ostaja nejasna (307). Prav tako je v skladu s 
podatki napredovalih oblik HCC pri ljudeh tudi negativna obogatitev in zmanjšana regulacija FXR. 
Negativna obogatitev FXR pri ženskah in znižanje tarčnega gena Ndrg2 sovpada s podatki pri onkoloških 




smo, da je pojavnost HCC pri samicah posledica medsebojnih vplivov znižane aktivnosti LXR in aktivne 
signalne poti TGF-β. Tarčni geni Gstp1, Tgfrb1, Tgfrb2 in Bmp7 signalne poti TGF-β so bili pozitivno 
izraženi le pri samicah miši z izbitim genom Cyp51. Med številnimi potmi signalna pot TGF-β pri ljudeh 
lahko vpliva na napredovanje HCC pri ženskah skupaj s spodbujeno signalno potjo PI3K/AKT (308) in 
potjo interakcije receptorja za ECM (284). Signalni poti PI3K/AKT in interakcije receptorja za ECM sta s 
spremenjenim izražanjem različnih tarčnih genov obravnavani kot pomembni tarči pri razvoju raka pri 
ljudeh (309, 310). V našem mišjem modelu sta bili obe signalni poti aktivirani preko različnih pozitivno 
obogatenih genov pri samicah (Col5a2 in Mmp9) in samcih (Cd36). Še več, v okviru lipidne homeostaze 
je Raichur s sod. dokazal nasprotni regulacijski vzorec, kjer je zavrta aktivnost prepisovalnega dejavnika 
sprožila pozitivno izražanje Cd36 (311). Kot pri živalih je tudi v študijah pri ljudeh povišano izražanje gena 
Cd36 v presnovno aktivnem tkivu vključeno v presnovo maščobnih kislin in kopičenje lipidov (312). Pri 
bolnikih s HCC lahko številni prepisovalni dejavniki, katerih delovanje je odvisno od maščobnih kislin, 
vključno s HIF1α in FOS, povišajo transkripcijsko izražanje Cd36, kar je tesno povezano z aktivacijo EMT 
(313). Vloga vseh prepisovalnih dejavnikov, ki lahko vplivajo na aktivnost promotorja Gck, še ni 
pojasnjena. Eno od možnih uravnavanj izražanja Gck v jetrih je z inzulinom, ki lahko s signalno potjo 
PI3K/AKT poviša izraženost mRNA Gck in tako uravna tudi prepisovalni dejavnik HIF1α, kar sovpada z 
ugotovitvami pri miših z izbitim genom Cyp51. 
Nadalje je pri ljudeh izražanje SOX9 v skladu s prognozo bolnikov s fibrozo jeter in prav tako v skladu z 
napredovanjem ciroze in HCC. V našem primeru je bil prepisovalni dejavnik aktiven pri obeh spolih 24-
mesečnih Cyp51 KO živali, vendar se je, zanimivo, le pri samicah Cyp51 KO miši aktivirala tudi SOX9 
izooblika 2 ((SOX9)2) z nasprotno izraženima potencialnima tarčnima genoma Ctgf in Nfe2l1. 
Izpostavljene transkriptomske značilnosti mehanističnega modela smo ovrednotili še s primerjalno 
funkcionalno genomsko analizo. S primerjavo podatkov 19-tedenskih in 24-mesečnih miši z izbranimi 
vzorci pri ljudeh iz podatkovne baze GEO smo opredelili napovedne možnosti našega mišjega modela z 
vidika s holesterolom povezanim presnovnim reprogramiranjem za razumevanje poteka molekularnih poti 
hepatokarcinogeneze pri ljudeh. Omejitve za vključevanje večjega števila podatkovnih setov je bila 
osredotočenost na s presnovo povezani HCC in ne HCC, ki nastane kot posledica virusnih infekcij. Iskali 
smo med podatkovnimi seti, ki bi vključevali oba spola, vendar smo ugotovili, da je ta dejavnik v kliničnih 
in epidemioloških raziskavah še vedno podcenjen, na kar opozarjajo tudi podatki iz literature (255). Izbrali 
smo dva podatkovna seta, od katerega je eden vseboval vzorce obeh spolov (ST), drugi pa je imel 
vključene le moške (DA). Ker je bil ta set podatkov dobro opisan, smo ga vključili v analizo. 
Pokazali smo, da je CYP51 negativno obogaten pri mišjih podatkih in ženskih vzorcih ST študije, medtem 




statistično značilnega. Hkrati smo potrdili pomembnost izbranih tarčnih genov v presnovno odvisni 
hepatokarcinogenezi tudi pri ljudeh. V človeških tumorskih vzorcih smo identificirani tarčne gene, katerih 
vlogo smo predhodno že opisali: pozitivno izraženost genov COL4A1 in SOX9 smo potrdili pri obeh spolih 
človeških HCC vzorcev, medtem ko so se ADIPOR2, GYS2, GSTP1 in COL5A1 pozitivno obogatili le pri 
ženskih tumorskih vzorcih seta ST. 
Podoben program kot pri miših smo na ravni analize poti KEGG našli tudi pri podatkovnem setu ST, kjer 
so bile aktivne poti interakcije receptorja za ECM, miRNA, poti in proteoglikani povezani z rakom, signalna 
pot PI3K/AKT, kar pa ni veljalo za podatkovni set DA. Poleg tega je bila signalna pot TGF-β aktivirana le 
v ženskih tumorskih vzorcih podatkovnega seta ST in znižana pri moških vzorcih podatkovnega seta DA. 
Pri pregledu podatkov Reactome smo prav tako opazili aktivirane poti ECM proteoglikanov in ECM 
organizacije v tumorskih vzorcih ST pri obeh spolih, ki pa so bile pri DA podatkovnemu setu celo zavrte. 
Aktivacijo signalne poti TGF-β na različnih ravneh smo potrdili le pri ženskih tumorskih vzorcih. Nasprotno 
pa smo pokazali podobno programsko zavrtje presnovno odvisnih poti pri mišjih in človeških podatkih, 
predvsem pri podatkovnem setu ST, ki je vključeval oba spola. Statistično značilne razlike v predstavljenih 
obogatenih bioloških poteh, ki smo jih opazili med posameznimi potmi KEGG in Reactome, lahko 
pojasnimo z razlikami med analizama KEGG in Reactome. Bazi se med seboj razlikujeta v vstopnih 
seznamih poti, povprečnem številu proteinov na pot, tipih bioloških interakcij, v katere so proteini vključeni, 
in podkategorijah poti, ki jih analize omskih podatkov vsebujejo (314). Vse to pomembno vpliva na 
statistične izračune obogatenosti poti. Opazili smo odstopanja v rezultatih aktivnih poti DA podatkovnega 
seta, kar bi lahko pripisali naravi samih vzorcev, ki lahko izvirajo iz različnih presnovno odvisnih podtipov 
HCC pri ljudeh (77), lahko pa tudi možnosti, da model Cyp51 KO miši ni optimalen za tovrstno raziskavo. 
Nadalje smo potrdili inhibicijo HNF4α v vseh podatkovnih setih, ter aktivacijo cJUN, AP1 in SP1 v ženskih 
ST tumorskih vzorcih, medtem ko so bili pri moških tumorskih vzorcih DA ti prepisovalni dejavniki 
obogateni negativno. Izpostavljeni s spolom povezani prepisovalni dejavniki LRH1, FXR in LXRα:RXRα 
so bili negativno obogateni tako v tumorskih vzorcih podatkovnega seta DA kot tudi pri ženskih vzorcih 
HCC podatkovnega seta ST. Za jasne zaključke o vlogi PPARα, SOX9 in RORC v HCC pri ljudeh so 
potrebne nadaljnje analize. Vidna odstopanja v izražanju posamičnih prepisovalnih dejavnikov med 
človeškimi podatkovnimi seti bi lahko preverili še z vključitvijo novih podatkovnih setov presnovno 
odvisnega HCC pri ljudeh, kar je že predmet nadaljnjih raziskav. 
Trenutna ujemanja transkriptomskih rezultatov mišjega modela Cyp51 KO samic in ženskih vzorcev 
podatkovnega seta ST nakazujejo, da mišji model Cyp51 KO predstavlja izhodišče za razumevanje 
molekularnih poti za študije presnovno odvisnega HCC pri ženskah, ki se ne izključujejo s spolnimi 




morali zamenjati podatkovni set DA z več ustreznejšimi podatkovnimi seti pri ljudeh, ki bi vključevali oba 
spola ter trenutni mišji model Cyp51 KO nadomestiti s predhodno omenjenenim novo razvitim mišjim 
modelom Cyp51 KO, ki bi posnemal hormonski status menopavze pri ljudeh. Poleg tega bi bilo podatke 
potrebno ovrednotiti tudi na kliničnih vzorcih presnovno odvisnih HCC in podrobneje preučiti potek 
presnove holesterola pri ženskah s HCC po menopavzi. 
Nesmrtna mišja celična linija hepatocitov Hepa 1-6 z izbitim genom Cyp51 kot model za študije 
signalnih poti pri nastanku z NA(F)LD pogojenega HCC. Parenhimske celice jeter so skupaj s 
predniškimi celicami glavno ogrodje maligne transformacije in sprememb v bioloških poteh, ki povzročijo 
razvoj tumorjev na jetrih in so bile v zadnjem času prepoznane kot dejavnik, ki lahko vpliva na pojav 
različnih podtipov tumorjev (14). Za študije razsežnosti medsebojnega delovanja teh poti smo želeli 
izpostaviti celični model hepatocitov, saj imajo odrasli hepatociti velik proliferativni potencial, z več kot 
50-kratno sposobnostjo podvojevanja (14). To bi omogočilo hitre in ponovljive analize mehanizma 
presnovno odvisnih jetrnih bolezni, povzročene z moteno sintezo holesterola. 
V širokem naboru tehnologij, s katerimi lahko spreminjamo genom, v zadnjem času vse pogosteje izstopa 
tehnika sistema CRISPR/Cas9, ki omogoča spreminjanje sestave genov in njihove funkcije. Pri tem pride 
do specifičnega tarčnega dvojno-verižnega preloma DNA, ki ga celice popravijo s samopopravljanimi 
mehanizmi in se kaže z izbitim genom ali s spremenjenim delom zaporedja v genomu (315, 316). Čeprav 
je priprava in opredelitev sistemov s tarčnim spremenjenim genomom lahko časovno precej zamudna in 
težavna, smo v sklopu doktorskega dela poskusili osnovati novo celično linijo z izbitim genom Cyp51. S 
prehodno transfekcijo z liposomalnim transfekcijskim reagentom CRISPRMAXTM, ki je ponujal najboljšo 
učinkovitost dostavnega sistema CRISPR kompleksa v celice z nizkim citotoksičnim vplivom (317), smo 
v nesmrtno linijo hepatocitov ženskega spola vnesli kompleks proteina Cas9 s tremi sgRNA za zavrtje 
prepisovanja gena Cyp51 v eksonu 2, 3 in 4. Cyp51 KO miši imajo izrez gena Cyp51 med mestoma loxP 
v eksonih 3 in 4, kjer pride do zamika bralnega okvirja in nastanka zgodnjega zaključenega kodona (204). 
Pri spreminjanju genoma v nesmrtnih hepatocitih smo se skušali približati spremembam genoma v 
mišjemu modelu Cyp51 KO. Vstavili smo kombinacijo nukleotidnih zaporedij sgRNA za izbitje Cyp51 v 
eksonih 2, 3 in 4, ker po literaturnih podatkih kombinacija vsaj treh sgRNA omogoča višjo tarčno 
učinkovitost in povzroči manj neciljnih učinkov (318). Pridobitev klonov od transfekcije do njihove selekcije 
in namnožitve posamičnih celičnih klonov je trajala dlje, kot smo pričakovali. 
Začetna ovrednotenja klonov rekombinantne celične linije Cyp51 KO so pokazala, da je pri enem od njih 
prišlo do znižanega izražanja mRNA Cyp51 in znižanja aktivnosti proteina CYP51 v normalnih pogojih 




tvorbo holesterola z negativno povratno zanko SREBP2 (319). Že med pripravo klonov smo opazili, da 
se določeni kloni ob subkultivaciji težje pritrjajo na podlago plošč za gojenje celičnih kultur, zato smo 
plošče predhodno prevlekli s kolagenom. To bi lahko nakazovalo na moteno oskrbo s holesterolom, saj 
primanjkljaj holesterola v celičnih membranah privede do strukturne reorganizacije celičnih membran in 
tako onemogoči normalno vzpostavitev stikov med celicami in vitro ter zmanjša možnost celične adhezije 
na podlago (320, 321). Podobno bi lahko pojasnili tudi spremenjeno morfologijo in upočasnjeno rast 
rekombinantne celične linije Cyp51 KO. Znano je, da pomanjkanje kot tudi presežek holesterola vplivata 
na morfologijo oligodendrocitov v možganih, ki veljajo za celice, ki so sposobne lastne sinteze holesterola 
(322). Po več subkultivacijah so celice izgubile sprva izražene lastnosti, ki so nakazovale na izbitje gena 
Cyp51. Nespremenjene koncentracije sterolnih intermediatov in sekvenčno zaporedje gena Cyp51 v 
eksonu 3 so potrdili, da čiste celične linije Cyp51 KO, ki bi imela izbit gen Cyp51, nismo uspeli pridobiti. 
Predvidevamo, da je med pridobivanjem klonov posamičnih celic z izbitjem Cyp51, kljub sprva obetajočim 
rezultatom, prišlo do izgube celične linije Cyp51 KO. Med posamičnimi celicami je verjetno ostala kakšna 
celica z normalnim fenotipom, ki je imela močnejši celični proliferacijski potencial. Ta ji je omogočil, da je 
med celičnim presajanjem prerastla rekombinantni celični klon s šibkejšim celičnim potencialom in 
predvidenim pomanjkanjem rastnih faktorjev (323). Med temi je med pomembnejšimi receptor za 
epidermalni rastni faktor (angl. epidermal growth factor receptor – EGFR), ki je pomembno povezan s 
holesterolom in je močno prisoten na membranah hepatocitov, kjer uravnava njihovo proliferacijo ter 
presnovo lipidov (324). Tako v okviru doktorske disertacije žal na podlagi lastnih rezultatov ne moremo 
potrdili ali ovreči hipoteze, ali nesmrtna mišja celična linija hepatocitov z izbitim genom Cyp51 predstavlja 
ustrezen model za študije signalnih poti pri nastanku z NA(F)LD pogojenega HCC. Ponovna priprava 
celične linije presega časovni okvir doktorske naloge in to ostaja predmet nadaljnjih raziskav, četudi bi 
pripravo naročili pri komercialnem ponudniku. V vmesnem času smo v laboratoriju v okviru druge 
doktorske naloge pridobili sorodno nesmrtno celično linijo človeških hepatocitov HepG2 z izbitim genom 
CYP51. Začetni rezultati na tej celični liniji kažejo spremembe v številnih signalnih poteh, ki smo jih opazili 
tudi v okviru študij te doktorske naloge. To nakazuje, da bi bila celična linija Hepa 1-6 z izbitim genom 
Cyp51 verjetno primeren model za študije signalnih poti pri nastanku z NA(F)LD pogojenega HCC. 
Nadaljnja pot pridobitve te celične linije je verjetno s pomočjo komercialnih ponudnikov, kar se je izkazalo 
za uspešno tudi pri človeški celični liniji HepG2 z izbitim genom CYP51. 
Primarni hepatociti izolirani iz novega mišjega modela Cyp51LC s časovno kontroliranim izbitjem 
gena Cyp51 kot model za študije signalnih poti pri nastanku z NAFLD pogojenega HCC. V sklopu 
doktorskega dela smo v postopek z laboratorijskimi živalmi vključili nov mišji model Cyp51LC, s katerim 




primarni hepatociti z izbitim genom Cyp51 predstavljajo, v fiziološkem smislu, boljši celični model od 
nesmrtnih celic pri študijah signalnih poti pri nastanku z NAFLD pogojenega HCC. 
Uporabljeni gensko spremenjeni mišji model Cyp51LC, ki ima gen za rekombinazno Cre pod inducibilnim, 
na antibiotik doksiciklin občutljivim promotorjem, v gen Cyp51 pa ima vstavljeni zaporedji loxP. Model 
Cyp51LC ima prednost v primerjavi z modelom Cyp51 KO, saj omogoča poleg tkivnega tudi časovno 
nadzorovano izbitje gena Cyp51, torej v hepatocitih in pri željeni starosti živali. Rekombinaza Cre se 
aktivira, ko mišim apliciramo antibiotik doksiciklin v vodo za pitje. Tako lahko opazujemo zgodnji fenotip 
odziva jeter na izbitje gena Cyp51 pri odraslih živalih, brez spremljajočih sprememb, ki jih izbitje povzroči 
med razvojem živali. 
Cyp51LC mišim smo izbitje Cyp51 povzročili z 10-dnevno aplikacijo doksicikina, ki deluje na jetrno 
specifični promotor PLAP, vstavljen v gen za rtTA. To sproži prepis rekombinaze Cre, ki izreže genski 
odsek med zaporedjema loxP v genu Cyp51 le v hepatocitih (205). Pri Cyp51 KO modelu pa izbitje istega 
gena povzroči rekombinaza Cre pod albuminskim promotorjem v hepatocitih, kar se izvrši že med 
razvojem zarodkov (204). Doksiciklin se v praksi uporablja za zdravljenje infekcij z gram pozitivnimi 
bakterijami in kot ustaljen dejavnik v postopku pridobivanja transgenih živali (325). Ker vpliva antibiotika 
doksiciklina na jetrih v skupini prof. dr. Gebhardta niso ovrednotili, smo se odločili živali žrtvovati dan po 
zadnji aplikaciji, torej pri starosti 11 tednov, in preveriti histološko stanje jeter. 
Za uporabo novega mišjega modela za nadaljnje študije s presnovo povezane hepatokarcinogeneze je 
nujno, da preverimo podobnost fenotipov med obema mišjima modeloma. Pri tem je potrebna velika mera 
previdnosti, saj lahko do razlik v fenotipih prihaja zaradi številnih dejavnikov, kot sta tudi gensko ozadje 
in način priprave mišjega modela (37). Zato smo najprej ovrednotili fenotip jeter novega modela Cyp51LC, 
pri katerem so predhodno v skupini prof. dr. Gebhardta že potrdili uspešno izbitje gena Cyp51 v jetrih in 
primarnih hepatocitih (Gebhardt R. in sod., neobjavljeno). Naše ugotovitve smo primerjali z rezultati 
19-tedenskih Cyp51 KO miši, ki so že bili podrobno opisani (210). 
Že med antibiotično aplikacijo je pri Cyp51LC samcih prišlo do upada telesne teže, ki je vztrajal vse do 
15. tedna starosti, medtem ko pri samicah istega genotipa sprememb v telesni teži nismo opazili. To 
nakazuje na podoben odziv organizma v presnovi pri Cyp51LC miših, kot je bilo to predhodno opaženo 
pri Cyp51 KO miših (210). Pri obeh spolih Cyp51LC miši smo opazili povišanje relativne teže jeter, ki je 
bilo izrazitejše pri samicah in zanimivo, bolj sovpada z ugotovitvami relativne jetrne teže pri miših v 




evtanazirati sedem Cyp51LC miši, ki so imele fenotipske značilnosti t. i. zahirančkov Cyp51 KO, kar smo 
opazili v predhodnih raziskavah pri predpubertetnih miših (183). 
Pri morfološkem ovrednotenju strukture jeter smo pokazali, da Cyp51LC miši razvijejo podobni fenotip kot 
19-tedenske Cyp51 KO miši, z značilnostmi reakcije žolčevodov in prisotnim vnetjem, katerih intenzivnost 
je bila na jetrih Cyp51LC miši nižja. Vnetje v jetrnem parenhimu je bilo močnejše pri samcih. Nismo pa pri 
Cyp51LC miših histološko opazili fibroze, ki je bila pri 19-tedenskih Cyp51 KO miših že precej razvita 
(210). Odsotnost fibroze ob ostalih pokazateljih napredovane bolezni jeter je prednost, saj je jetrno tkivo 
bolje ohranjeno in omogoča izolacijo primernih hepatocitov, česar pri modelu Cyp51 KO nismo mogli 
doseči. 
Glede na vse opisane učinke doksiciklina gre za uveljavljeno prakso pridobivanja GSO živali (206). Za 
doksiciklin v literaturi ni podatkov, da bi povzročal bolečino ali trpljenje živali. Kljub temu ne moremo 
izključiti možnosti, da so posamična območja proliferacije žolčevodov in vnetja v jetrih, ki smo jih opazili 
na ultrastrukturni celični ravni pri posameznih kontrolnih samicah Cyp51LCwt že pri 11 tednih, učinek 
aplikacije doksiciklina. Doksiciklin so namreč prejele tudi kontrolne živali. Druga možna razlaga je vnetni 
odziv na okužbo z bakterijami, ki so bile ugotovljene v sklopu redne mikrobiološke analize mišje kolonije, 
čeprav kliničnih znakov infekcije miši niso kazale. Drugih sprememb, ki bi nakazovale na negativen vpliv 
doksiciklina na Cyp51LC miši, nismo opazili. 
Največji izziv izolacije primarnih celic je bil pridobiti zadostno število za življenje sposobnih celic, 
predvsem iz jeter Cyp51LC miši, kar lahko delno povežemo s prisotnim vnetjem ter reakcijo žolčnih vodov 
kot odgovor na kristale v jetrih (o katerih bomo spregovorili kasneje). Ključno za uspešen postopek 
izolacije primarnih hepatocitov je tudi stopnja s kolagenazo. Kljub uporabljenim enakim koncentracijam 
kolagenaze v postopku smo opazili zmanjšano učinkovitost delovanja med izolacijo primarnih 
hepatocitov. Pri kolagenaznih encimih, pridobljenih iz bakterije Clostridium histolyticum, stabilnost encima 
lahko upade, zato bi za prihodnje študije bilo primerneje uporabiti kolagenazo, pridobljeno iz bakterije 
Grimontia hollisae, ki jo sestavlja samo katalitična domena in zgotavlja visoko učinkovitost (326). Prav 
tako postopek izolacije celic zahteva natančno uravnavo temperature uporabljenih pufrov. 
Med opredeljevanjem primarnih hepatocitov iz jeter Cyp51LC smo opazili statistično značilno znižanje 
gena Cyp51, vendar so bile razlike med Cyp51LC in Cyp51LCwt hepatociti manjše, kot bi pričakovali. 
Opazili smo, da je imel eden od vzorcev izbitje gena Cyp51 verjetno le na enem alelu. Izbitje le enega 
alela z rekombinazo Cre je že bilo predhodno opisano v literaturi in je lahko posledica nezadostnega 
doziranja doksiciklina v popiti vodi pri posamezni živali (327). To bi lahko izboljšali s hitro indukcijo izreza 




nepopolnega izreza lahko pride do utišanega izražanja rekombinaze Cre z metilacijo nukleotidnega 
zaporedja, kondenzacijo kromatina ali neposredno bližino centromere, medtem ko vzroki, ki bi pojasnili 
nepravilnosti v delovanju promotorjev, ostajajo nejasni (328, 329). 
Čeprav izrez Cyp51 pri vseh živalih ni bil popoln, smo s številnimi drugimi analizami potrdili, da je prišlo 
do zadostnega izbitja gena. Meritve sterolnih intermediatov so pokazale, da se v primarnih hepatocitih 
Cyp51LC kopičita le lanosterol in dihidrolanosterol, ki sta substrata encima CYP51. Zaznali smo tudi 
znižane vrednosti holesterola in D7-latosterola. Protokol priprave primarnih hepatocitov zahteva gojenje 
v polnem hranilnem mediju, ki vsebuje 10 % goveji serum, katerega sestavina je tudi holesterol (32–40 
mg/dl holesterola). Izmerjene koncentracije holesterola pri kontrolnih celicah tako predstavljajo vsoto 
proizvedenega holesterola in holesterola, ki je bil privzet iz medija, medtem ko so izmerjene nizke 
vrednosti holesterola v primarnih hepatocitih Cyp51LC posledica prevzema holesterola in ne tudi lastne 
sinteze. 
Prisotnost holesterola v mediju za gojenje primarnih hepatocitov se je izkazala za omejitev, ki se je 
odrazila na ravni izražanja genov. Izražanje mRNA predlanosterolnega Sqle, polanosterolnega Dhcr7 in 
glavnega prepisovalnega regulatorja sinteze holesterola Srebf2 genov ni pokazalo razlik med Cyp51LC 
in Cyp51LCwt hepatociti. Podoben efekt izražanja genov sinteze holesterola so opazili pri Cyp51 KO miših, 
ki so prejele krmo, bogato z maščobami, ki vsebuje 1,25 % holesterola (203). Da bi bolje posneli dejansko 
stanje motene holesterolne sinteze in vivo, bo potrebno v prihodnje iz medija odstraniti serumski 
holesterol ali vsaj zmanjšati njegov delež. 
Kljub temu da je bilo zaradi holesterola v gojišču diferenčno izražanje genov manj izrazito, smo opazili 
nekaj ključnih sprememb. Povišano izražanje Lxra hepatocitov Cyp51LC samic usmerja na to, da receptor 
LXR sodeluje pri prenosu LK v hepatocitih (330). Znižano izražanje Rorc in Hsd3b5 ter povišano izražanje 
Cd36 v hepatocitih Cyp51LC samcev je v skladu z rezultati Cyp51 KO miši. Relativno izražanje Ctnnb1 
iz signalne poti WNT/β-kateninske se je statistično značilno povišalo pri vseh miših Cyp51LC, ne glede 
na spol. V odraslih jetrih je signalna pot β-katenin konstitutivno aktivna v hepatocitih pericentralne regije, 
čeprav sodeluje tudi pri oblikovanju medceličnih stikov v hepatocitih, ne glede na presnovno območje 
jetrnega lobusa. Ob poškodbah jeter, kot so kirurška resekcija, toksične in presnovne poškodbe, okužbe 
ali rast tumorja, se lokalizacija CTNNB1 spremeni in prispeva k obnovitvenim procesom in napredovanju 





Ne glede na omejitve izvedenega poskusa lahko zaključimo, da primarni hepatociti mišjega modela 
Cyp51LC predstavljalo dober nadomestni celični model študijam signalnih poti pri nastanku z NAFLD 
pogojenega HCC. 
Motena sinteza holesterola lahko privede do visokih koncentracij citotoksičnih sterolnih intermediatov 
(281, 331, 332). Ti lahko nadalje povzročijo spremembe v strukturi celičnih organelov v hepatocitih, ki 
smo jih v hepatocitih Cyp51LC miši obeh spolov opazili z analizo TEM. Izničenje gena Cyp51 se je 
odrazilo v oteklih mitohondrijih, razširjenih cistah EnR, v več hepatocitih je prišlo do izgube 
citoplazemskega materiala in nenormalnega videza jeder, kjer je bilo videti tudi zgoščevanje kromatina. 
Sinteza holesterola se vrši v EnR znotraj hepatocitov, vendar je količina holesterola najvišja v membranah 
GA zaradi hitre sekretorne poti od EnR do cistern GA (333). Moteno ravnovesje lipidov zaradi prekinjene 
sinteze holesterola v hepatocitih lahko povzroči obsežne strukturne poškodbe EnR in tako sproži stres 
EnR. To nadalje vpliva na aktivacijo signalne poti UPR (334), kar smo potrdili s povišanim izražanjem 
genov Atf4 in Atf6 v Cyp51LC parenhimskih celicah. ATF4 in ATF6 predstavljata pomembni tarči odgovora 
na stres EnR pri napredovalih oblikah presnovnih bolezni jeter (334, 335). Hkrati ima EnR osrednjo vlogo 
pri biogenezi LK, saj jih oskrbuje z večino sestavnih molekul (250). Jedro hepatičnih LK vsebuje predvsem 
triacilglicerol in sterolne estre, okrog pa je fosfolipidni enosloj (336). 
Sklepamo, da je v primeru hepatocitov Cyp51LC miši ob izrezu gena prišlo do pomanjkanja osrednjih 
gradnikov LK ob prekinjeni sintezi holesterola. Zato so nepravilnosti v biogenezi LK v hepatocitih 
pričakovane. Ugotovili smo povišano količino LK v jetrih 11-tedenskih Cyp51LC miši, medtem ko je prišlo 
v jetrih 15-tedenskih miši do upada v kopičenju LK. Izsledke lahko povežemo s stopnjo izreza v jetrih, ki 
se pri 11-tedenskih miših še oblikuje in lahko povečano kopičenje LK predstavlja enega od 
kompenzacijskih mehanizmov na spreminjanje celične presnove. Ob aktivaciji celične avtofagije, kot 
posledice sprememb v presnovi celic, se pod nadzorom mTOR kompleksa 1 sproži sproščanje 
aminokislin iz poškodovanih proteinov in lipidov iz membran organelov. To privede tudi do ponovne 
estrifikacije za nastanek triacilglicerolov, ki se nato zapakirajo znotraj LK (250). V našem primeru smo LK 
opazili v jetrnem parenhimu hepatičnih stelatnih celicah (t. i. Ito celice). Nasprotno pa imajo 15-tedenske 
živali prisotno že popolnejšo izbitje gena Cyp51 v hepatocitih, kar privede do primanjkljaja osnovnih 
gradnikov, zato vidimo upad v številu LK v jetrnem parenhimu. Kljub temu da podrobna analiza lipidnega 
profila pri 19-tedenskih Cyp51 KO miših ni bila opravljena, je splošen histološki pregled jetrnih vzorcev 




Našo domnevo o povišani lipolizi v hepatocitih Cyp51LC miši smo preverili še z in vitro posnemanjem 
celičnega stradanja, z dodatkom oleinske kisline primarnim hepatocitom, ki smo jih vzdrževali v različnih 
hranilnih medijih. Pokazali smo, da se kontrolne Cyp51LCwt celice v celotni populaciji odzovejo na 
simulirano stradanje s kopičenjem LK, medtem ko tega pod istimi pogoji nismo zaznali v populaciji 
primarnih hepatocitov Cyp51LC miši. Pregled vsebnosti LK v treh podpopulacijah celic je pokazal 
kopičenje LK izključno v podpopulaciji celic Cyp51LCwt, ki so vsebovale veliko količino LK. V primerljivi 
podpopulaciji celic Cyp51LC do sprememb v kopičenju LK ni prišlo. 
Nismo pa zaznali sprememb v kopičenju LK v podpopulacijah z nizko in srednjo vsebnostjo lipidov, ne pri 
Cyp51LC in niti v Cyp51LCwt celicah. Ti rezultati nakazujejo na moteno biogenezo LK v hepatocitih 
Cyp51LC miši. Do tega pride zaradi pomanjkanja osnovnih gradnikov LK in motenj v delovanju EnR, ki 
jih verjetno povzročijo visoke koncentracije sterolnih intermediatov. Aktivnost lipolize v hepatocitih je 
odvisna od lipaze ATGL, imenovana tudi PNPLA2 (angl. adipose triglyceride lipase), ki katalizira začetni 
korak v razgradnji triacilglicerola, in od koaktivatorja ABHD5 (angl. abhydrolase domain containing 5) 
(337). Na transkripcijski ravni smo potrdili njuno povišano izražanje, kar nakazuje, da celice poskušajo s 
povišano lipolizo izločiti lipidne produkte s potencialnim toksičnim vplivom (250). 
Znotraj hepatocitov Cyp51LC miši obeh spolov smo opazili posamične kristale in prazne kristalne špranje, 
katerih količina je bila še večja v Kupferjevih celicah. Struktura kristalov različnih oblik in velikosti bo 
predmet nadaljnjih raziskav, vendar sklepamo, da bi lahko bila gradnika teh kristalov sterolna intermediata 
lanosterol in dihidrolanosterol, ki smo ju kot edina zaznali v zelo visokih koncentracijah. Sposobnost 
kristalizacije surovega lanosterola je bila že pokazana (338), medtem ko o kristalizaciji dihidrolanosterola 
v literaturi ne najdemo podatkov. Čeprav so hepatociti unikatni po sposobnostih skladiščenja visokih 
koncentracij holesterola znotraj celičnih organelov (339), so lahko sterolni intermediati v previsokih 
koncentracijah citotoksični (281, 331, 332). 
Kot je prikazano na sliki 36, predvidevamo, da so hepatociti poskušali izločiti odvečne sterole z aktivirano 
lipolizo. LK so, izven hepatocitov, prevzele Ito celice, ki smo jih opazili z analizo TEM. Vpliv citotoksičnosti 
se vidi v izgubi citoplazemskega materiala hepatocitov in v nenormalnem videzu jeder, kjer je bilo opaženo 
zgoščevanje kromatina. Kompenzacijski učinek aktivirane lipolize, kot odgovor na prekomerne 
koncentracije sterolov, vendarle ni zadoščal, saj smo opazili večje število apoptotičnih celic v jetrih 
Cyp51LC miši. To nakazuje, da je bil lipotoksičen učinek očitno premočan in so hepatociti prešli v eno od 
oblik celične smrti – apoptozo. Podoben odziv v jetrih s previsokimi koncentracijami lipidov so ugotovili 
tudi pri NAFLD pacientih (340). Istočasno, z izločanjem odvečnih sterolov iz celic, je lahko tekel v 




verjetno posledica kumulativnega učinka fagocitoze odmrlih hepatocitov (341). Sterolni kristali imajo lahko 
visoko vnetne učinke (339) in bi lahko sprožili aktivacijo enojedrnih vnetnih celic, katerih število je bilo v 
korelaciji z naraščanjem števila kristalov pri Cyp51LC miših. To bi pojasnilo prisotnost ˝sterilnega vnetja˝ 
znotraj jeter Cyp51LC miši in odgovorilo na vprašanje, kaj je spodbudilo presnovno odvisno 
hepatokarcinogenezo pri Cyp51 KO miših. Tako imenovano ˝sterilno vnetje˝ zaradi kristalov holesterola 
po literaturnih podatkih predstavlja pomemben in še nepojasnjen mehanizem napredovanja NAFLD (342, 
343). Prav tako bi to bi lahko povezali tudi s pojavom katarakte pri ljudeh z genskimi različicami v CYP51. 
 
 
Slika 36: Shematski prikaz kompenzacijskih mehanizmov hepatocitov z moteno sintezo holesterola zaradi izbitja gena Cyp51, 
ki bi lahko pojasnil delovanje začetnih dejavnikov vpliva nastanka hepatokarcinogeneze, opisanih pri Cyp51 KO miših. Rjave 
puščice kažejo aktivirane procese ali povišane vrednosti sterolnih intermediatov oz. povišano izražanje posamičnih genov. 
Črne puščice kažejo na možno uravnavanje biološkega procesa, prekinjena puščica je domneven učinek visokih koncentracij 







Z doktorsko disertacijo smo kot prvi pokazali, da tarčno izbitje gena za lanosterol 14α-demetilazo (CYP51) 
iz poznega dela sinteze holesterola vpliva na razvoj s presnovo povezane hepatokarcinogeneze pri miših. 
Vpliv kronične presnovne bolezni, povzročene z izbitjem Cyp51 v hepatocitih, se je odrazil na številnih 
presnovnih prilagoditvah jeter, kar se je pokazalo v pomembnih razlikah med spoloma. Pri samicah smo 
opazili izrazitejše poškodbe jetrnega tkiva, z zmerno do hudo reakcijo žolčnih vodov s povezovanjem 
portalnih polj, spremljajoče blago vnetje in izrazitejšo fibrozo pri 12 mesecih starosti, jetrni fenotip pa se 
je še poslabšal do starosti 24 mesecev. Pojavnost tumorjev na jetrih je bila kar 1,5-krat višja pri 24-
mesečnih samicah v primerjavi s samci. Nastanek tumorjev jeter pri miših s prekinjeno sintezo holesterola 
je posledica sprememb, ki smo jih opazili v signalnih poteh parenhimskih celic jeter, ki bolj prizadene 
samice. Ključni dejavniki za razvoj pri obeh spolih miši Cyp51 KO predstavljajo signalna pot PI3K/AKT in 
pot interakcije receptorja za ECM, aktivirani z različnimi tarčnimi geni, ter zavrti pomembni presnovni 
procesi lipidov. Preplet delovanja povišanih vrednosti plazemskega holesterola in holesterola HDL, zavrta 
prepisovalna dejavnika FXRα in LXRα:RXRα ter najpomembneje, medsebojni vpliv med zavrtim 
prepisovalnim dejavnikom LXRα in aktivirano signalno potjo TGF-β, pojasnjujejo večjo dovzetnost za 
hepatokarcinogenezo pri Cyp51 KO samicah. Prepisovalna dejavnika (SOX9)2 in PPAR sta pomembni 
tarči pri hepatokarcinogenezi samic, medtem ko bi povišano izražanje Cd36, tarčnega gena 
prepisovalnega dejavnika RORC, lahko upodabljalo regulatorja signalne poti interakcije receptorja za 
ECM v hepatokarcinogenezi samcev. 
Za pojasnjevanje začetnih znanilcev hepatokarcinogeneze znotraj parenhimskih celic jeter smo 
vzpostavili nov živalski model s časovno in tkivno uravnavanim izbitjem gena (Cyp51LC), s katerim smo 
pripravili primarne hepatocite z izbitim genom Cyp51. Odkrili smo proces kristalizacije sterolov, ki lahko 
deluje kot pomemben dejavnik pri poškodbah jeter in izpostavili pomen presnove lipidnih kapljic v zgodnjih 
stopnjah hepatokarcinogeneze. 
Z navedenimi ugotovitvami lahko potrdimo hipotezo, da tumorji jeter pri miših z izbitim genom Cyp51 in 
prekinjeno sintezo holesterola nastanejo zaradi sprememb v signalnih poteh parenhimskih celic jeter, kar 
bolj prizadene samice. 
Vse opažene presnovne in transkripcijske spremembe motene presnove, ki smo jih ovrednotili na tumorjih 
HCC Cyp51 KO miši, smo vzporedili z literaturnimi podatki o HCC pri človeku. Od holesterola odvisno 
presnovno reprogramiranje predstavlja nov vidik razumevanja poteka molekularnih poti 




nižja kot pri moških. Pomen presnove holesterola smo ovrednotili tudi s primerjalno funkcionalno 
genomsko analizo. Poleg tega smo pri tumorskih vzorcih žensk s HCC pokazali tudi znižano izražanje 
gena CYP51, ki še ni bil prikazan kot pomemben regulator s presnovo povezane hepatokarcinogeneze 
pri ženskah. To usmerja, da model miši z izbitim genom Cyp51 predstavlja izhodišče le za boljše 
razumevanje molekularnih poti razvoja s presnovo povezanega HCC pri ženskah. Hipoteze, da je model 
miši z izbitim genom Cyp51 primeren za boljše razumevanje podvrste z NA(F)LD pogojenega HCC, ki je 
pogostejši pri ženskah, ne moremo potrditi. V okviru te hipoteze je potrebno namreč z nadaljnjimi 
raziskavami pri miših z izbitim genom Cyp51, ki bi posnemale menopavzo pri ljudeh, pridobiti nedvoumne 
rezultate mehanističnega delovanja signalnih poti, ki so povezane s hormoni v jetrih in maščobnem tkivu, 
ovrednotiti raven hormonov v krvni plazmi miši ter raziskati s holesterolom in spolnimi hormoni povezane 
procese pri ženskah s tumorji HCC. 
Hipoteze, da je nesmrtna mišja celična linija hepatocitov Hepa 1-6 z izbitim genom Cyp51 ustrezen model 
za študije signalnih poti pri nastanku z NA(F)LD pogojenega HCC, ne moremo ne potrditi ne ovreči. 
Čeprav nismo uspeli vzgojiti klona iz posameznih celic iz mešane kolonije nesmrtne celične linije 
hepatocitov, ki smo ji izbili gen Cyp51, lahko na podlagi drugih rezultatov sklepamo, da bi bila nesmrtna 
celična linija hepatocitov z izbitim genom Cyp51 primeren mišji model za študije signalnih poti pri nastanku 
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nato presnavlja do farnezil pirofosfata (farnezil PP). Ena od vej razvejitev izoprenoidov farnezil PP je 
tvorba skvalena, prve vmesne spojine v sintezni poti, ki je namenjena za tvorbo molekule holesterola (34, 
35). 
Temu sledi pozni del sinteze holesterola, kjer encima skvalen epoksidaza in lanosterol sintaza pretvorita 
skvalen v lanosterol (slika 2), prvo vmesno spojino v sintezi holesterola s steroidnim obročem. Po 
lanosterolu se sinteza razdeli na dve vzporedno potekajoči poti. Blochova pot se prične s pretvorbo 
lanosterola v mejozo aktivirajoči sterol, izoliran iz folikularne tekočine (FF-MAS) z encimom lanosterol 
14α-demetilaza (CYP51) in zaključi pretvorbo desmosterola v holesterol z encimom 24-dehidroholesterol 
reduktazo (DHCR24). Druga, vzporedno potekajoča Kandutsch-Russell pot, se od Blochove poti loči po 
delovanju encima DHCR24 že na lanosterol, kar ima za posledico nasičene stranske verige vseh vmesnih 
spojin med 24,25-dihidrolanosterolom in 7-dehidroholesterolom (34, 35). V tkivih poti med sabo nista 
ločeni, temveč tvorita hibridno pot (36). 
 
Slika 2: Shematski prikaz začetnega predlanosterolnega in poznega polanosterolnega dela z vmesnimi spojinami biosinteze 
holesterola. 
Sinteza holesterola je vzdrževalna pot v organizmu in nepravilnosti, nastale v poznem delu sinteze, lahko 
privedejo do kopičenja vmesnih spojin, kar se kaže v hudih deformacijah pri ljudeh. Na primer, kopičenje 
latosterola povzroči latosterolozo, kopičenje dezmosterola vodi v desmosterolozo, prekomerne vrednosti 




NASH, ki ga natančno lahko diagnosticiramo le z biopsijo jeter. Običajno NASH spremlja fibroza, ki lahko 
napreduje do ciroze in nato do razvoja HCC (73). 
 
Slika 3: Potek razvoja s presnovo povezanih bolezni jeter. Presnovne motnje povzročijo nastanek presnovnega sindroma, ki 
se v 15 do 30 odstotkih primerov pri ljudeh lahko razvije v MAFLD/NAFLD in napreduje v NASH. Histološko opazimo razvoj 
vnetja, ne vedno prisotne steatoze ter kasneje še prisotnost fibroze. Gre za povraten patološki proces, ki se ob upoštevanju 
različnih preventivnih dejavnikov lahko pozdravi. Nasprotno pa lahko pri 15 do 25 odstotkih pacientov proces napreduje v 
razvoj ciroze, pri čemer okoli 50 odstotkov pacientov s cirozo jeter potrebuje transplantacijo jeter. V sedmih letih od pojava 
ciroze na jetrih je pričakovati razvoj HCC. 
Pri ljudeh NAFLD klinično poteka zelo heterogeno, kar potrjujejo opažanja, da pacienti z NAFLD različno 
razvijejo steatozo, fibrozo ali cirozo (73). Fibroza pomeni prekomerno kopičenje vezivnega tkiva v jetrih 
in vodi v tkivno reorganizacijo s poslabšanjem delovanja jeter. Zanimivo je, da se kljub različnim vzrokom 
in mehanizmom, ki sodelujejo pri nastanku fibroze, kaže od etiologije neodvisen in enoten transkripcijski 
program, z znižano aktivnostjo lipidnih poti, vključujoč presnovo maščobnih in žolčnih kislin ter steroidnih 
hormonov, in z aktiviranimi potmi vnetja in potmi, povezanimi z rakom pri miših in ljudeh z NAFLD in 
NASH (74). Klinična testiranja zdravil, ki ciljajo histološke značilnosti NAFLD, so pri teh pacientih pokazala 
precej raznolike rezultate zdravljenja. Zmanjšanje steatoze ni imelo vpliva na druge histološke parametre 
pri pacientih z NAFLD (75). Prav tako niso vedno zaznali poslabšanja steatoze z razvojem jetrne fibroze 
(76). Te ugotovitve usmerjajo na obstoj različnih podtipov NAFLD in podpirajo nujnost nadaljnjih raziskav 
v smeri podkategorizacije bolnikov z NASH med kliničnimi testiranji (76, 77). Pri tem je nujno upoštevati 
še dejavnike, kot so starost, spol, zdravila, telesna teža ter uživanje alkohola (78). NAFLD prizadene 30 
odstotkov populacije Zahodne Evrope in do danes zanje še ni odobrene ustrezne terapije (79). 
Med dejavnike tveganja za nastanek presnovnega sindroma (ang. metabolic syndrome – MetS) uvrščamo 
debelost, dislipidemijo, sladkorno bolezen in arterijsko hipertenzijo (slika 2). Ugotovitve Ren H. in sod. 
kažejo, da prisotnost MetS poviša tveganje za razvoj z jetri povezane smrtnosti pri ljudeh za 1,56- do 




žolčnik in s prerezom jetrne kapsule sprostili hepatocite v hladni pufer IMS. Primarne hepatocite smo od 
ostalih celic ločili s postopkom trikratnega centrifugiranja pri 4 °C (enkrat 2 min pri 600 rpm ter dvakrat 5 
min pri 500 rpm). Med vsemi postopki centrifugiranja smo izsesali supernatant in celicam dodali svež 
hladni IMS. 250 µl homogeni suspenziji celic smo dodali 100 µl Trypan modrega barvila in ocenili njihovo 
viabilnost s štetjem celic v Neubauerjevi komori (Isolab, Eschau, Nemčija) po enačbi (1). Število celic za 
nasaditev na 6- ali 12-jamične plošče smo preračunalni po enačbi (2) navedeni v poglavju 3.4.2. 
(1) 
Celice s 50-odstotno ali višjo viabilnostjo smo nasadili v želenem številu celic na kolagensko prevlečene 
plošče za gojenje celičnih kultur, ostale smo dvakrat sprali s PBS pufrom in pelete celic shranili pri –80 °C. 
3.3.3.1 Gojenje in izolacija primarnih hepatocitov 
Reagenti in pripomočki: 
 Pritrjevalni medij: William´s E mediij (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK) z dodatkom 
2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 100 IU/ml penicilina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
100 µg/ml streptomicina (Sigma-Aldrich, MO, ZDA) in 100 nM deksametazona (Sigma-Aldrich, 
MO, ZDA), 
 hranilni medij: pritrjevalni medij brez deksametazona in dodatkom 10 % seruma govejega plodu 
(FBS) (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 raztopina tripsina z dodatkom EDTA (Sigma-Aldrich, MO, ZDA), 
 PBS pufer, 
 plastika za gojenje celičnih kultur in falkonke (TPP, Trasadinger, Švica), 
 pipete, tipsi (Gibson, Middleton, ZDA), 
 svetlobni mikroskop (Olympus, Hamburg, Nemčija), 
 invertni mikroskop Nikon Diaphot 200 s kamero Digital camera C4742-95 (Hamamatsu 
Corporation, New Jersey, ZDA) 
 centrifuga Centric 322A (DOMEL, d. o. o., Železniki, Slovenija). 
Vsi pripomočki in reagenti, ki smo jih uporabili za delo s primarnimi hepatociti, so bili sterilni ali sterilno 
filtrirani. Izolirane primarne celice iz jeter ene živali smo v treh tehničnih ponovitvah nasadili na 6-jamično 
ploščo (2,5–3x105 celic/jamico) in v štirih tehničnih ponovitvah na 12-jamično ploščo (1–1,5x105 




Za namene optimizacije rasti celic za transfekcijo s CRISPR/Cas9 tehniko smo po centrifugiranju celic iz 
suspenzije celic odvzeli alikvot za določitev njihovega števila. Celicam smo dodali barvilo Trypan modro 
v razmerju 1:1, nanesli suspenzijo na Neubauerjevo komoro za štetje celic ter število celic ocenili pod 
svetlobnim mikroskopom. Število celic na ml smo preračunali po enačbi (2) in jih v ustrezni gostoti nasadili 
na plošče za gojenje celic za nadaljnje postopke. 
(2) 
3.4.3 Priprava nukleotidnih zaporedij sgRNA za transfekcijo CRISPR/Cas9 
Za namene priprave gensko spremenjene celične linije Hepa 1-6 smo najprej s pomočjo bioinformatskega 
orodja GeneArt™ CRISPR Search and Design Tool pripravili tri nukleotidna zaporedja sgRNA, ki so nujna 
za prepoznavo tarčnega zaporedja DNA. V program smo vnesli nukleotidna zaporedja tarčnih eksonov 2, 
3 in 4 gena Cyp51, med dostavnimi sistemi CRISPR/Cas9 (vektor, mRNA, protein, idr.) za inženiring 
genoma izbrali sistem za direktni vnos mRNA v celice in nazadnje izbrali še tarčni organizem miš (Mus 
Musculus), v katerem smo želeli izbiti gen Cyp51. Na podlagi upoštevanih dejavnikov je program preveril 
neciljne efekte (angl. off-target effects) in po uspešnosti induciranja genske različice pripravil 20 
nukleotidov dolga zaporedja sgRNA s PAM motivi (NGG). Pri izboru sekvenc sgRNA smo izločili še vse 
tiste, ki so vsebovale homopolimerne sekvence z več kot štirimi enakimi zaporednimi nukleotidi T, A, G 
in C ter preverili, da je bila vsebnost nukleotidnih parov G-C med 35–65 %, s čimer smo zagotovili dobro 
stabilnost DNA sekvence. Izbrana nukleotidna zaporedja za vse tri tarčne eksone gena Cyp51 
(preglednica 3) smo preverili še v UCSC Genome Browser. Ob izbiri tarčnih sekvenc sgRNA smo po 
navodilih proizvajalca Invitrogen oblikovali še matrično podlago za sintezo sgRNA, ki je vključevala tarčna 
smiselna (angl. forward – FW) in protismiselna (angl. rewerse – RW) nukleotidna zaporedja za vsa tri 











Slika 5: Postopek redčenja mešane celične kolonije celic. 
 
3.4.7 Subkultivacija posamičnih celičnih klonov 
Po 18 dneh smo prve celične klone presadili na s kolagenom prevlečeno 24-jamično ploščo za gojenje 
celičnih kultur. Temu je sledila presaditev 90–100 % konfluentnih klonov na s kolagenom prevlečeno 
12-jamično ploščo in kasneje še presaditev 90–100 % konfluentnih klonov v treh tehničnih ponovitvah na 
kolagensko prevlečene 6-jamične plošče. Subkultivacijo smo opravili po standardnem postopku, 
opisanem v poglavju 3.4.1. Celice smo vedno presajali na s kolagenom prevlečeno plastiko za gojenje 
celičnih kultur. 
3.4.8 Izolacija mRNA klonov mešane celične kulture hepatocitov 
Posamične celične klone hepatocitov, ki so bili nasajeni v treh tehničnih ponovitvah, smo vzdrževali pri 
standardnih pogojih z dodatkom različne vsebnosti hranil po serumu v hranilnem mediju. Eno jamico 
posamičnega celičnega klona 6-jamične plošče smo pred izolacijo 48 ur izpostavili serumskemu šoku s 
celotnim hranilnim medijem z dodatkom 0,5 % FBS. Tako smo lahko ocenili zmožnost celic za lastno 
sintezo holesterola. Ostala dva replikata celičnega klona pa smo gojili v normalnem hranilnem mediju z 
dodatkom 10 % seruma. Enega od klonov smo pri 90–100 % konfluentnosti subkultivirali in shranili pri 
–80 °C za nadaljnje delo. Dve tehnični ponovitvi pa smo pred izolacijo dvakrat sprali s PBS in izolirali 




V dvostopenjskem postopku smo sintetizirali dvoverižno cDNA, označeno s promotorskim zaporedjem 
T7. Nato smo cDNA pomnožili v enoverižno cRNA, jo očistili in prepisali v enoverižno cDNA s standardnim 
razmerjem nukleotidov dUTP. Sledila je fragmentacija cDNA na mestih dUTP in označevanje nastalih 
kratkih odsekov z biotinom. Fragmente, označene z biotinom, smo dodali v hibridizacijsko mešanico, 
vnesli posamične vzorce na DNA-mikromreže ter jih hibridizirali 17 ur pri 45 °C in 60 obratih na minuto v 
hibridizacijski pečici. DNA-mikromreže smo po končani hibridizaciji sprali, jih označili s streptavidin-
fikoeritrinskim barvilom in jih posneli s čitalcem GeneChip® Scanner 3000 7G. 
3.13.2 Statistična analiza rezultatov hibridizacije na mikromrežah 
Analiza podatkov DNA-mikromrež je bila v različnih programskih paketih Bioconductor v okolju R 
opravljena v sodelovanju z dr. Petrom Juvanom. V ta namen smo najprej preverili kakovost 
hibridizacijskega postopka DNA-mikromrež s programom Affymetrix Expression ConsoleTM verzije 1.3 
(Affymetrix, CA, ZDA) in s paketom Bioconductor ArrayQualityMetrics (213). Normalizacija izvornih 
vrednosti intenzitet signalov je bila opravljena z metodo RMA paketa Bioconductor Oligo (214), kot je 
prikazano na sliki 6. 
 
Slika 6: Analiza kakovosti DNA-mikromrež z grafom obročev z ročaji logaritmiranih relativnih vrednosti jakosti signala. 
Za analizo različno diferenčno izraženih genov smo uporabili programski paket Bioconductor Limma 
(215), ki temelji na prileganju linearnega modela regresije z empiričnim Bayesovim glajenjem standardnih 
napak. Pri tem smo upoštevali dve neodvisni spremenljivki (genotip in spol) in njuno interakcijo 
(genotip:spol) ter za testiranje mnogoterih hipotez s pragom značilnosti (α = 0,05) še popravek FDR (angl. 
False Discovery Rate). Gensko anotacijo smo opravili s paketoma Bioconductor Affycoretools (216) in 
Annaffy (217). Nadalje smo uporabili programski paket Bioconductor PGSEA (218) za analizo obogatitve 




opazili. Pri enem od kontrolnih samcev smo pri starosti 24 mesecev makroskopsko opazili vozlič 
(preglednica 24), ki je bil kasneje histološko opredeljen kot adenom in se lahko pri starejših miših razvije 
spontano (227). 
 
Slika 7: Reprezentativni sliki jetrnih tumorjev (a, b) pri Cyp51 KO miših, obeh spolov, pri starosti 24 mesecev, s številnimi 
makroskopsko vidnimi vozlički (> 1 mm) različnih barv (obrobljeni z belo črtkano črto in označeni s T). T – tumor. 
 
Preglednica 24: Pojavnost tumorjev na jetrih miši pri posamičnem genotipu, spolu in starosti. Ž – samice, M – samci. 
Genotip Spol Starost [meseci] Pojavnost tumorjev 
Cyp51 WT Ž 
12 0/10 (0 %) 
18 0/10 (0 %) 
24 0/9 (0 %) 
Cyp51 WT M 
12 0/8 (0 %) 
18 0/9 (0 %) 
24 1/9 (11,1 %) 
Cyp51 KO Ž 
12 1/8 (12,5 %) 
18 5/10 (50 %) 
24 7/9 (77,8 %) 
Cyp51 KO M 
12 0/8 (0 %) 
18 2/8 (25 %) 
24 3/6 (50 %) 
 
Pri Cyp51 KO miših smo z uporabo modela linearne regresije opazili statistično značilen padec telesne 
teže, v primerjavi s kontrolnimi skupinami živali, ki je bil pri samcih prisoten že pri 18 mesecih, pri samicah 
pa šele pri 24 mesecih starosti. Povečala se je teža jeter KO miši, predvsem pri samicah, starih 24 





Slika 8: Ovrednotenje telesne teže, teže jeter in relativne teže jeter pri miših različnih genotipov, starosti in spola. Relativna 
teža jeter je bila znatno povečana pri KO samicah, starih 24 mesecev. Cyp51 KO miši obeh spolov so pri različnih starostih 
znatno pridobile na teži jeter in izgubile na telesni teži. Svetlejši barvni pasovi so 95 % intervali zaupanja. Točke prikazu jejo 
posamične meritve (prikazanih 5–10 miši/skupino). g – gram, Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Preglednica 25: Statistično značilne razlike med telesno težo, težo jeter in relativno težo jeter pri miših obeh genotipov in spolov 
v različnih starostnih obdobjih, analizirane z modelom linearne regresije. Minus pri izračunu srednje razlike ponazarja nižjo 
vrednost pri KO miših v primerjavi z WT. g – gram, Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost 
p < 0,05; ** vrednost p < 0,01; *** vrednost p < 0,001. 
Parameter Skupina 1 Skupina 2 Srednja razlika Prilagojena p - vrednost 
Teža miši [g] KO WT -2,54 < 0,001 *** 
 18M.KO.M 18M.WT.M -6,86 < 0,001 *** 
 24M.KO.Ž 24M.WT.Ž -4,36 0,030 * 
Teža jeter [g] KO WT 0,45 < 0,001 *** 
 24M.KO.Ž 24M.WT.Ž 0,92 < 0,01 ** 
Relativna teža  
jeter [%] 24M.KO.Ž 24M.WT.Ž 5,57 < 0,001 *** 
4.1.2 Ovrednotenje kronične jetrne okvare Cyp51 KO miši 
Da bi ocenili ohranjenost jetrne funkcije in sposobnosti regeneracije jetrnega parenhima s kronično 
moteno presnovo holesterola, smo preverili histološko stanje jeter in opredelili tip tumorjev z barvanjem s 
H&E barvilom ter imunohistokemijskim barvanjem s protitelesi proti GS. Stanje fibroze smo ocenili z 
uporabo barvila SR ter izmerili koncentracije encimov, ki se uporabljajo za določanje tipa jetrne okvare 
(aspartat aminotransferaze – AST in alanin aminotransferaze – ALT) v krvni plazmi. 
V skladu s predhodnim znanjem o reakciji žolčevodov s spremljajočim vnetjem in razrastom veznega tkiva 
smo bili pozorni predvsem na stopnjo intenzivnosti teh procesov v jetrnem parenhimu in možnostih 
obnove jetrnega tkiva ob vplivu kroničnega neravnovesja presnove holesterola. Reakcija žolčevodov, ki 
je opredeljena kot proliferacija žolčnih vodov s pogosto spremljajočo infiltracijo vnetnih celic znotraj 
portalnih polj, predstavlja, skupaj s fibrozo, pogosti znanilec številnih jetrnih patologij, vključno z NAFLD 
(228). S histopatološkim pregledom jeter med 12 in 24 mesecem smo pri Cyp51 KO miših ugotovili 
zmerno do hudo reakcijo žolčnih vodov s povezovanjem portalnih polj, ki jo je spremljalo blago vnetje 




živalih, kjer tudi ni bilo več vidne klasične histološke lobularne zgradbe jeter. Poškodbe jetrnega tkiva so 
bile izrazitejše predvsem pri samicah, kjer smo opazili izrazitejšo fibrozo, kar je v jetrih razvidno kot 
intenzivnejše imunohistokemijsko obarvanje z barvilom SR pri samicah (slika 9B). Rumeni pigment, ki 
verjetno predstavlja lipofuscin (puščica na sliki 9C), smo opazili na območjih reakcije žolčevodov v jetrih 
Cyp51 KO miši in je bil ponekod viden tudi v drugih jetrnih celicah, ki smo jih opredelili kot makrofage 
(zvezdice na sliki 9A). 
 
Slika 9: Histološko ovrednotenje jeter miši z izbitim genom Cyp51 in njihovih kontrol. Reprezentativne slike prikazujejo jetra 
miši pobarvana s (A) H&E in (B) SR, pri starosti 12 in 24 mesecih, obeh genotipov in spolov. Slike H&E in SR kontrolnih živali 
so reprezentativne za oba spola. (C) Reprezentativna slika pigmenta lipofuscina (puščica) v jetrih Cyp51 KO živali. Originalna 
povečava H&E in SR: 200x. Ž – samice, M – samci, m – meseci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT, PC – pericentralno 




Tumorje smo v skladu z objavljenimi histološkimi merili ovrednotili kot eozinofilne/jasnocelične nodule, 
hepatocelularne adenome ali HCC (211), saj histološka ocena predstavlja zlati standard diagnoze za 
razlikovanje dveh primarnih tipov hepatocelularnih tumorjev (HCC in holangiokarcinoma), razen v primerih 
slabo diferenciranih tumorjev (229). Nobeden od ocenjenih tumorjev ni kazal histoloških značilnosti 
žolčnih tumorjev kot npr. žolčni adenom ali holangiokarcinom. Za nadaljnje molekularne analize smo 
izbrali le tumorje, ki so bili histološko razvrščeni med HCC, z značilnostmi, kot so odsotnost portalnih polj, 
jetrnih režnjičev ter hepatocitnih lobulov, zadebeljene gredice hepatocitov, solidna rast, žariščno prisotne 
tubularne in žlezam podobne strukture, nekroza, izražena mitotska aktivnost, apoptoza in polimorfizem, 
ki so vidne na sliki 10A: a–c. Za diagnostično potrditev HCC smo uporabili imunohistokemijsko barvanje 
s protitelesi proti GS, ki je bila poleg številnih ne povsem specifičnih označevalcev HCC (glipikan 3, 
arginaza 1, citokeratin 19, idr.), po nedavni študiji prepoznana kot najboljši označevalec prepoznave 
hepatocelularnih tumorjev pri miših (230). Kot je bilo pričakovano, smo pri označevanju proti GS v 
normalnem jetrnem tkivu opazili obarvanje v periportalnem območju jeter, ne pa tudi v vmesnih in 
pericentralnih območjih jeter (slika 10B: a). V tumorskem tkivu Cyp51 KO miši smo opazili različna 
obarvanja, od razpršenih žarišč (slika 10B: b) do difuzno močnejšega obarvanja tumorsko spremenjenih 
hepatocitov (slika 10B: c). 
 
Slika 10: Opredelitev tumorjev v jetrih miših z izbitim genom Cyp51. Histološke reprezentativne slike prikazujejo tumorske 
spremembe v (A: a, b) arhitekturni zgradbi jeter KO miši, obeh spolov. (A: c) Pri večji povečavi je opaziti tudi jasno proliferacijo 
s povečano mitotično aktivnostjo celic ter apoptoze. Originalna povečava: A – a: 100x, b: 200x in c: 400x. (B) Reprezentativne 
IHC slike označevanja s protitelesi za GS v normalnih jetrih kontrolnih vzorcih obeh spolov (B: a) in tumorsko spremenjenih 
jetrnih vzorcih (B: b, c). GS – glutamin sintetaza, T – tumor, PC – pericentralno območje, PP – periportalno območje, V – 






AST in ALT predstavljata encimska indikatorja membranskih okvar jetrnih celic, predvsem pri presnovnih 
motnjah jeter (231). Opazili smo statistično značilno povišanje ALT, predvsem pri samicah Cyp51 KO 
miši, ne pa tudi AST (slika 11, preglednica 26), kar predstavlja dodatni odraz poškodb v jetrih pri KO miših 
v poznem starostnem obdobju. 
 
Slika 11: Biokemijska analiza alanin aminotransferaze in aspartat aminotransferaze v krvni plazmi miši med 12 in 24 mesecem 
starosti, pri obeh genotipih in spolih. Svetlejši barvni pasovi so 95 % intervali zaupanja. Točke prikazujejo posamične meritve 
(prikazanih 5–10 miši/skupino). ALT – alanin aminotransferaza, AST – aspartat aminotransferaza, Ž – samice, M – samci, KO 
– Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Preglednica 26: Statistično značilne razlike v koncentraciji encimskih parametrov AST in ALT pri miših različnih genotipov in 
spola starih 24 mesecev (n = 5–10), pridobljene z uporabo modela linearne regresije. Alanin aminotransferaza – ALT, aspartat 
aminotransferaza - AST, Ž – samice, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. * vrednost p < 0,05. 
Parameter Skupina 1 Skupina 2 Srednja razlika Prilagojena  p - vrednost 
ALT KO.Ž WT.Ž 2,99 0,015 * 
AST / / / / 
4.1.3 Vpliv kronične presnovne bolezni na mehanistične prilagoditve jeter 
Zanimali so nas molekularni odzivi na dolgotrajno moteno sintezo holesterola v jetrih. Z analizo qPCR 
smo preverili izraženje ključnih genov, katerih proteinski produkti so povezani z uravnavanjem ravnovesja 
holesterola med staranjem, in izmerili presnovke v jetrih in krvni plazmi pri obeh spolih Cyp51 KO ter pri 
kontrolnih živalih, starih od 12 do 24 mesecev. Rezultati so grafično predstavljeni na slikah 12 in 13, z 
dodatkom statistično najpomembnejših sprememb med skupinami v preglednici 27 (samci, samice, 
Cyp51 WT in KO miši) pri vseh časovnih točkah (12, 18 in 24 mesecev starosti). 
Pri KO samicah smo opazili, da je na ravni genskega izražanja sinteze in uravnavanja holesterola prišlo 
do izrazitejše spremembe (slika 12: samice Cyp51 KO – vijolična črta, samice Cyp51 WT – črna črta) v 
primerjavi s samci (slika 12: samci Cyp51 KO – zelena črta, samci Cyp51 WT – modra črta). Ključni 
regulatorni gen sinteze holesterola Hmgcr je bil sčasoma povišano izražen pri Cyp51 KO miših, zlasti pri 





Slika 12: Prilagoditve miši na moteno sintezo holesterola v hepatocitih med staranjem na ravni izražanja genov. Analiza 
izražanja genov sinteze in uravnavanja holesterola ter sinteze žolčnih kislin je prikazana z grafi s profili pri KO in WT miših, 
obeh spolov, starih 12–24 mesecev, ki smo jih pridobili z uporabo modela linearne regresije. Svetlejši barvni pasovi so 95 % 
intervali zaupanja. Točke prikazujejo posamične meritve (prikazanih 5–10 miši/skupino). Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51 





premajhnih volumnov vzorcev plazme, ki so bili na voljo po preteklih postopkih na živalih, žal nismo mogli 
ustrezno ovrednotiti (ni priloženo). 
 
Slika 13: Meritve posameznih (A) lipidnih parametrov v krvni plazmi in (B) sterolnih intermediatov v jetrih pri miših obeh spolov, 
genotipov in starostih 12, 18 in 24 mesecev, ki smo jih pridobili z uporabo modela linearne regresije. Svetlejši barvni pasovi so 
95 % intervali zaupanja. Točke prikazujejo posamične meritve (prikazanih 5–10 miši/skupino). Ž – samice, M – samci, 
KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Da bi uvideli kompenzacijski mehanizem na ravni encimske okvare, smo preverili še tok presnovkov skozi 
biosintezo holesterola skupaj z vrednostmi holesterola (slika 13B, preglednica 27). Pri Cyp51 KO miših z 




z rakom (angl. pathways in cancer) in poti interakcije receptorja za ECM (angl. ECM-receptor interaction 
pathway), medtem ko so negativno obogateni geni najbolj zastopali presnovne poti, zlasti pri samicah z 






Slika 14: Ovrednotenje transkriptomskega neravnovesja v tumorsko spremenjenih jetrih miši, starih 24 mesecev, v primerjavi 
s kontrolami (24M.KO~WT). KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. (A) Toplotni diagram s prvimi 50 diferenčno izraženimi genskimi 
prepisi je pokazal pomembne razlike med genotipoma KO in WT, kot tudi med spoloma, po hierarhičnem združevanju. (B) 
Številčni prikaz povišanih in znižanih diferenčno izraženih genov pri KO miših, primerjanih s kontrolami (24M.KO~WT), je 
razviden iz stolpčnega diagrama. (C) Funkcionalno obogatena mreža molekularnih procesov z diferenčno izraženimi 
pozitivnimi in negativnimi geni pri KO samcih in samicah, pripravljena z NetworkAnalyst. Velikost vozličev ustreza številu 
diferenčno izraženih genov, ki nastopajo v izbranem molekularnem procesu. Vozlišča vseh izraženih procesov (vrednost 
p < 0,05) so obarvana z gradacijo barv od rdeče do rumene: najbolj rumeni so najbolj pozitivno/negativno obogateni, najbolj 
rdeči so najmanj pozitivno/negativno obogateni molekularni procesi. Zeleno obrobljeni vozlišči predstavljata poti v raku in pot 
interakcije receptorja za ECM. 
Preglednica 28: Prikaz jasnega spolno odvisnega neravnovesja transkriptomskih podatkov pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših 
v primerjavi s kontrolami (24M.KO~WT). Preglednica vključuje število in odstotek spremenjenih diferenčno izraženih genov, 
značilnih za samice, samce ali skupnih obema spoloma in navaja pomembne s spolom povezane diferenčno izražene gene, 
ki smo jih izluščili med pripravo različnih vizualizacijskih omrežij diferenčno izraženih genov. 
Cyp51 KO miši, starih  
24 mesecev 
Število (odstotek) 
diferenčno izraženih genov Izpostavljeni diferenčno izraženi geni 
Geni izraženi pri samicah 2550 (63,4 %) Ctnnb1, Tgfb1, Gsk3b, Gck, Lmna, Gstp1, Mup20, Mmp2, Mmp9 
Geni izraženi pri samcih 458 (11,6 %) Ezh2, Foxa1, Rb1, Trp53, Cd36 






Preglednica 29: Seznam 10 statistično najbolj značilnih negativno in pozitivno diferenčno izraženih genov iz celotnega 





Odkrili smo več aktivnih signalni poti, ki opisujejo s spolom povezano presnovno reprogramiranje pri raku 
jeter. Med njimi je bila tudi signalna pot TGF-β, ki je bila statistično značilno povišana pri samicah z izbitim 
genom Cyp51, starih 24 mesecev (preglednica 32). Poleg te sta bili pri samicah iste starosti izraženi še 
signalna pot WNT in pot cirkadianega ritma (angl. circadian entrainment) (preglednica 32). Želeli smo 
ugotoviti, ali sta lahko signalni poti WNT in TGF-β sprožilca za hujši potek tumorsko odvisnega fenotipa 
pri samicah mišjega modela Cyp51 KO. Ker sta bila gena Tgfb1 in Ctnnb1 statistično značilno povišana 
le pri 24-mesečnih samicah z izbitim genom (preglednica 28), smo imunohistokemijsko opredelili 
prisotnost njunih proteinov. Pri imunohistokemijskem označevanju proti TGF-β1 (slika 15) smo opazili 
šibkejše obarvanje citoplazme hepatocitov, ovalnih celic ter žolčnih vodov ter intenzivno rjavo obarvanje 
citoplazme in jeder tumorskih celic pri samicah Cyp51 KO, starih 12 in 24 mesecev. Tega nismo zaznali 
v hepatocitih in tumorskih celicah KO samcev iste starosti, kjer obarvanja ni bilo ali pa je bilo šibko. 
Medtem ko je bilo pri označevanju proti CTNNB1 (slika 15) pri Cyp51 KO samicah, starosti 12 in 24 
mesecev videti šibkejše rjavo obarvanje tumorskih celic, hepatocitov in žolčnih vodov, je bilo pri samcih  
z izbitim genom Cyp51 iste starosti opazno močnejše obarvanje tumorskih celic, hepatocitov in žolčnih 
vodov. Blaga pozitivna reakcija na področju medceličnih stikov v kontrolnih vzorcih obeh spolov kaže na 
konstitutivno aktivnost CTNNB1 znotraj normalnih jeter (238). Pozitivna imunohistokemijska reakcija 
tumorskih celic proti TGF-β1 usmerja na potencialni označevalec za spremljanje hepatokarcinogeneze 




Slika 15: Ovrednotenje intenzivnosti obarvanja proteinskih imunohistokemijskih označevalcev proti TGF-β1 in CTNNB1 v KO 
in WT jetrih miši, pri starosti 24 mesecev. Podobna opažanja so bila pri 12-mesečnih miših (ni prikazano). Originalna povečava: 







Signalna pot TGF-β, skupaj z genoma Mmp2 in Mmp9 (angl. matrix metalloproteinases ― MMPs), 
pospešuje napredovanje HCC (239), zato smo preverili še prisotnost ekstracelularnih proteinov MMP-2 
in -9, katerih gena Mmp2 in Mmp9 sta bila statistično značilno povišano izražena le pri samicah z izbitim 
genom Cyp51 pri starosti 24 mesecev (preglednica 28). Tako pri samicah kot samcih v kontrolnih vzorcih 
nismo zaznali pozitivne reakcije označevanja proti MMP2, medtem ko smo pri Cyp51 KO miših videli 
pozitivno obarvanje večjih skupin jetrnih in/ali tumorskih celic, vendar intenzitete razlikovanja 
imunohistokemijskega obarvanja proti MMP2 po spolu nismo mogli oceniti. Že pri kontrolnih miših obeh 
spolov smo zaznali blago pozitivno obarvanje proti MMP9, kar bi lahko bilo povezano z normalno jetrno 
samoobnovo (240). Pri samicah Cyp51 KO pa smo ocenili intenzivnejše obarvanje jetrnih kot tudi 
tumorskih celic v primerjavi s samci Cyp51 KO (slika 16). 
 
Slika 16: Ovrednotenje intenzivnosti obarvanja proteinskih imunohistokemijskih označevalcev proti MMP2 in MMP9 v KO in 
WT jetrih miši pri 24 mesecih. Podobna opažanja so bila pri 12-mesečnih miših (ni prikazano). Originalna povečava: 100x. Ž 
– samice, M – samci, KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
Med presnovnimi lipidnimi procesi smo ugotovili znižano aktivnost presnove maščobnih kislin in sinteze 
primarnih žolčnih kislin pri samicah Cyp51 KO, starih 19 tednov in 24 mesecev ter pri 24-mesečnih samcih 
(preglednica 32), kar kaže, da je reprogramiranje presnove žolčnih in maščobnih kislin prisotno pri 
hepatokarcinogenezi samic prej kot pri samcih. 
Spremembe, ki smo jih opisali na ravni izražanja genov in poti KEGG, smo želeli povezati s prepisovalnimi 
dejavniki, ki bi lahko bili odgovorni za njihovo uravnavanje. Analiza obogatitve prepisovalnih dejavnikov 
je pokazala 321 obogatenih prepisovalnih dejavnikov v predrakavih 19-tedenskih Cyp51 KO jetrih in 142 
obogatenih dejavnikov v 24-mesečnih jetrih z izbitim genom Cyp51 v primerjavi z ustreznimi kontrolnimi 
skupinami (preglednica 33). V preglednici 33 smo navedli obogatene prepisovalne dejavnike, ki so se 
izrazili v jetrih 19-tedenskih in/ali pri 24-mesečnih Cyp51 KO miših glede na spol. Med aktiviranimi 
prepisovalnimi dejavniki, ki bi lahko pomembno vplivali na razvoj hepatokarcinogeneze pri Cyp51 KO 




vzorcih samic Cyp51 KO, kar v prejšnji preglednici nismo izpostavili. Za presnovno pomembna 
prepisovalna dejavnika, ki sta bila negativno obogatena specifično le pri samicah z izbitim genom Cyp51, 
starih 24 mesecev, sta se izkazala tudi LRH1 in NR1B1:RXRα (preglednica 34). LXRα:RXRα pa smo z 
rezultati preglednice 33 potrdili kot heterodimerni kompleks s statistično najbolj zavrto aktivnostjo pri 
24-mesečnih samicah s tumorji, kar je v korelaciji s količino retinojske kisline in holesterolnih derivatov 
(78). 
 
Preglednica 34: Seznam 10 najbolj statistično značilnih izpostavljenih negativno in pozitivno obogatenih prepisovalnih 
dejavnikov iz celotnega seznama diferenčno izraženih prepisovalnih dejavnikov pri miših obeh spolov, starih 19 tednov in 24 
mesecev. T – tedni, M – meseci. 
 
 
Želeli smo raziskati proteinske interakcije med posameznimi prepisovalnimi dejavniki, zato smo jih 
vizualizirali s programom STRING (221). Barve vozlišč predstavljajo različne biološke procese, ki jih 
prepisovalni dejavniki 24-mesečnih Cyp51 KO miši uravnavajo. Kot zanimivo se je izkazalo, da sta se 
SP1 in JUND, ki sta bila deregulirana v pred- in tumorskih jetrih obeh spolov miši z izbitim genom Cyp51, 




z izbitim genom Cyp51. Tako pri samcih kot pri samicah Cyp51 KO miši je bil prepisovalni dejavnik ERα 
pozitivno obogaten, medtem ko je bila aktivirana signalna pot estrogenov prisotna le pri samicah z izbitim 
genom Cyp51. Predpostavili smo, da je napredovanje hepatokarcinogene pri Cyp51 KO miših lahko 
regulirano z več prepisovalnimi dejavniki AP1, SP1 in SOX9 preko različnih tarčnih genov pri 
posameznem spolu. Čeprav je bil prepisovalni dejavnik SOX9 aktiviran pri obeh spolih, se je zanimivo, le 
pri samicah Cyp51 KO miši aktivirala tudi SOX9 izooblika 2 ((SOX9)2) z nasprotno izraženima 
potencialnima tarčnima genoma Ctgf in Nfe2l1 (preglednica 36). 
 
Slika 18: Predlagani mišji jetrni model s spolom povezane hepatokarcinogeneze s presnovnimi in trankripcijskimi 
spremembami motene sinteze holesterola ob tarčnem izbitju Cyp51, z vzporejenimi podatki pri ljudeh. Puščice označujejo 
aktivne povezave med obogatenimi geni, potmi KEGG in prepisovalnimi dejavniki. Blokirane puščice prikazujejo zavrtje, 
medtem ko prekinjene puščice kažejo na možno regulacijo izbrane transkripcijske poti ali povezave med izbranimi potmi pri 
Cyp51 KO miših. Presnovki, diferenčno izraženi geni, poti KEGG in prepisovalni dejavniki so obarvani vijolično, če so pozitivno 
obogateni, in zeleno v primeru negativne obogatitve. Vse izbrane signalne in presnovne poti so bile usklajene s podatki 
literature pri ljudeh. M – mesec, HOL – holesterol, PMK – proste maščobne kisline, TG – trigliceridi. 
4.1.6 Primerjava transkriptomskih sprememb miši z moteno sintezo holesterola in 
pacientov s presnovno odvisnim HCC 
Ker smo želeli pridobiti dodatne informacije o vlogi CYP51 in presnove holesterola v jetrih na razvoj 
hepatokarcinogeneze pri ljudeh, smo izvedli primerjalno funkcionalno genomsko analizo. Dobro ohranjeni 
regulatorni genski elementi med različnimi evolucijsko vrstami odražajo podobne fenotipe med vrstami 
(245), kar nam omogoča, da lahko med sabo primerjamo genomske podatke, pridobljene iz DNA-





Slika 19: Prikaz reprezentativnih rezultatov genotipizacije homozigotnih potomcev prve generacije genotipov miši Cyp51LC in 
Cyp51LCwt s pričakovanimi velikostmi posamičnih PCR pomnožkov. Slika prikazuje velikosti PCR pomnožkov posamičnih 
vključkov v baznih parih: 5´-3´ (1707), Tet (500), Luc (500) in Cre (400). KO – Cyp51LC; WT – Cyp51LCWT; bp – bazni par. 
4.2.1 Razplod in razvoj miši 
Za postopek z laboratorijskimi živalmi smo uporabili 142 homozigotnih potomcev prve generacije 
medsebojnega križanja živali genotipov Cyp51LC in kontrolnih miši Cyp51LCWT. Miši obeh genotipov so 
v starosti 9–10 tednov 10 dni prejemale antibiotik doksiciklin, ki sproži izbitje Cyp51 le v hepatocitih. Ob 
koncu antibiotične aplikacije pa smo jih razdelili v skupine po genotipu, spolu, starosti (11 in 15 tednov) 
in načinu žrtvovanja (cervikalna dislokacija ali izolacija primarnih hepatocitov) (slika 20). Miši prvih 8 
skupin so bile žrtvovane pri starosti 11 tednov, torej takoj po zadnji aplikaciji doksiciklina, da bi ocenili 
vpliv antibiotika na organizem, medtem ko je preostanek miši (skupine 9–16) služil za ovrednotenje 
ustreznosti novega mišjega modela za nadaljnje raziskave. S cervikalno dislokacijo smo žrtvovali 56 miši, 
medtem ko je bilo za izolacijo primarnih hepatocitov namenjenih 86 miši. Število živali na skupino se je 
po različnih analizah razlikovalo, zato ga navajamo v poglavju Materiali in metode ter pri ovrednotenju 






Slika 20: Shematski prikaz postopka, izvedenega na laboratorijskih miših, in števila miši, vključenih v postopek. V postopek 
smo vključili genotipa Cyp51LC in Cyp51LCWT obeh spolov in jim pri starosti 9–10 tednov v vodo za pitje dodali doksiciklin za 
10 dni. Po koncu aplikacije smo miši razvrstili v skupine 1–16 ter jih pri 11 in 15 tednih žrtvovali s cervikalno dislokacijo ali 
izolacijo primarnih hepatocitov za namene ovrednotenja novega mišjega modela z različnimi morfološkimi in molekularnimi 
analizami. CD – cervikalna dislokacija, PH – primarnih hepatociti.  
 
Med 10-dnevno aplikacijo doksiciklinskega antibiotika smo opazili, da je prišlo do upada telesne teže 
samcev Cyp51LC, medtem ko spremembe v telesni teži pri samicah istega genotipa nismo opazili (slika 
21A). Po končanem tretmaju z doksiciklinom smo ocenili tudi telesno težo in relativno težo jeter miši pri 
starosti 11 in 15 tednov, ki smo jih žrtvovali s cervikalno dislokacijo. Z uporabo dvosmerne ANOVE in 
Bonferronijevega popravka za hkratno testiranje več hipotez smo pokazali statistično značilen padec 
telesne teže pri samcih z izbitim genom Cyp51 pri obeh starostih (slika 21B) in povišanje relativne teže 
jeter Cyp51LC miši pri obeh spolih v starosti 11 in 15 tednov, kar nakazuje na razvoj hepatomegalije (slika 






Slika 21: Ovrednotenje telesne teže in relativne teže miši, ki so bile žrtvovane s cervikalno dislokacijo. (A) Krivulja telesne teže 
Cyp51LC in Cyp51LCwt miši pri obeh spolih po 10-dnevni aplikaciji doksiciklina v vodo (n = 7–11 miši/skupino). (B) Telesna 
teža in (C) relativna teža jeter pri obeh spolih Cyp51LC in Cyp51LCwt miši starih 11 in 15 tednov. Na grafih so prikazane 
povprečne vrednosti in standardna napaka povprečja (n = 5–8). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. g – gram; 
Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. 
Sedem Cyp51LC miši (6 samic in 1 samec) smo morali evtanazirati pred načrtovano dopolnitvijo 15 
tednov starosti, saj jim je telesna teža, ki smo jo dnevno spremljali, padla za 20 %. Poleg tega pa smo 
opazili še zgrbljeno držo živali, znake izražene trebušne bolečine ter rumeno obarvane sluznice (znak 
zlatenice) (slika 22). 
 
Slika 22: Reprezentativne slike miši Cyp51LC s patološkimi značilnostmi. (A) Izguba telesne teže in zgrbljena drža miši (B, C), 





Slika 23: Morfološka ocena jeter Cyp51LC in Cyp51LCwt miši obeh spolov in starosti. (A) Histološki reprezentativni prikaz (a,d) 
normalne strukture jeter brez posebnosti pri kontrolnih živalih v primerjavi z 11-tedenskimi samci (b) in samicami Cyp51LC (e), 
kjer opazimo začetno stopnjo vnetja, katere intenzivnost se je stopnjevala pri samcih (c) in samicah (f) do starosti 15 tednov. 
Pri 15-tedenskih Cyp51LC miših obeh spolov se je razvila tudi proliferacija žolčnih vodov (n = 5–7 miši/skupino). Originalna 
povečava: 100x. (B) Kvantitativen izračun podatkov vnetja in proliferacije žolčevodov H&E analize pri obeh genotipih, spolih in 
starostih. Na grafih so prikazane srednje vrednosti podatkov s standardno napako (n = 5–7). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** 
p < 0,001; **** p < 0,0001, a.e. – arbitrarna enota. Ž – samice, M – samci, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. (C) 
Reprezentativne slike TEM (a) razrasta žolčevodov pri 15-tedenskih Cyp51LC miših, (b) prisotnosti vnetnih celic (bele puščice) 
v jetrih Cyp51LC miši pri obeh spolih in (c) normalnega žolčnega voda pri obeh genotipih, spolih in starostih miši (n = 5–6 
miši/skupino). Originalna povečava: 5 μm. 
 
Kvantitativna analiza podatkov TEM proliferacije žolčevodov in vnetja pri Cyp51LC in Cyp51LCwt miših 
(preglednica 43), ki smo jo opravili z dvosmerno ANOVO in uporabo Bonferronijevega popravka, je 
pokazala statistično značilno povečanje proliferacije žolčnih vodov pri samcih Cyp51LC, starih 15 tednov. 
Vnetje je bilo prisotno v jetrih Cyp51LC 11-tedenskih samcev in pri obeh spolih Cyp51LC miši, starih 15 
tednov. Šibka območja proliferacije žolčevodov in vnetja, ki smo jih opazili pri posameznih kontrolnih 
Cyp51LCwt samicah že pri 11 tednih, nakazujejo na možnost učinka antibiotika doksiciklina, ki so ga 




Preglednica 43: Kvantitativen izračun podatkov TEM stopnje proliferacije žolčevodov in vnetja okoli portalne vene jeter pri
Cyp51LC in Cyp51LCwt miših obeh spolov in starosti (n = 5–6 miši/skupino). KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** 
p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. 
Spol Genotip Proliferacija žolčnih vodov Vnetje okoli portalne vene 
  11 tednov 15 tednov 11 tednov 15 tednov 
Samci WT 0 (6) 0 (6) 0 (6) 0 (6) 
 KO 1 (6) 5 (5) *** 5 (6) *** 4 (5) ** 
Samice WT 2 (6) 0 (6) 2 (6) 1 (6) 
 KO 1 (5) 3 (5) 4 (5) 5 (5) ** 
 
Medtem ko sprememb na ravni celičnih organelov pri kontrolnih živalih z analizo TEM nismo opazili (slika 
24a, b), je bilo pri Cyp51LC miših obeh spolov opaziti močno spremenjene celične organele: otekle 
mitohondrije (slika 24c), razširjene ciste EnR (slika 23d), v več hepatocitih je prišlo do izgube 
citoplazemskega materiala (slika 24e), pojavil se je nenormalen videz jeder hepatocitov, ki je bil videti kot 
zgoščevanje kromatina (slika 23f), kar nakazuje na precejšnji odziv hepatocitov na moteno sintezo 
holesterola zaradi izbitja Cyp51. 
 
Slika 24: Posledice motene holesterolne sinteze jeter na ultrastrukturni ravni. Reprezentativne slike analize TEM (n = 5–6 
miši/skupino) (a) normalnih mitohondrijev (povečava: 1 µm) in (b) EnR (povečava: 0,5 µm) pri kontrolnih živalih, medtem ko 
so bili pri Cyp51LC miših, obeh spolov (c) mitohondriji močno otečeni (povečava: 5 µm), (d) razširjene ciste EnR (povečava: 
0,5 µm), (e) v več hepatocitih smo zaznali izgubo citoplazemskega materiala (povečava: 2 µm) in (f) nenormalna jedra 






Slika 25: Ovrednotenje presnove LK v jetrih Cyp51LC in Cyp51LCwt miši. (A) Reprezentativna slika jeter obeh spolov Cyp51LC 
miši, starih 15 tednov z nekaj LK. Originalna povečava: 400x. (B) Kvantitativni izračun podatkov H&E in TEM kopičenja LK v 
jetrih samcev in samic obeh spolov pri obeh starostih. Stolpci grafov prikazujejo povprečje podatkov s standardno napako 
(H&E: n = 5–7; TEM: n = 5–6). A.e. – arbitrarna enota, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; 
**** p < 0,0001. (C) Reprezentativne slike TEM (a) povečanega kopičenja LK pri Cyp51LC samcih, starih 10 tednov (povečava: 
2 µm), (b) nižja intenziteta kopičenja LK pri 15-tedenskih Cyp51LC miših predvsem pri samicah (povečava: 2 µm) in (c) 
normalna količina LK v hepatocitih pri obeh spolih kontrolnih živalih. Bele puščice na slikah C: a–c označujejo lipidne kapljice 
(povečava: 5 µm). 
 
Presenetilo nas je, da smo s TEM znotraj hepatocitov Cyp51LC miši obeh spolov opazili posamične 
kristale in prazne kristalne špranje (slika 26A: b, c), medtem ko pri kontrolnih Cyp51LCwt miših kristalov 
ali špranj ni bilo videti (slika 26A: a). Podroben pregled vzorcev je pokazal prisotnost večje količine 
pravokotno in ovalno oblikovanih kristalov (slika 26A: d, e) s kristalnimi špranjami v Kupferjevih celicah, 
ki so bile prisotne med posamičnimi hepatociti v jetrih Cyp51LC miši (slika 26A: f). S kvantitativnim 
izračunom podatkov TEM smo potrdili kopičenje kristalov znotraj hepatocitov in Kupferjevih celic miši 
Cyp51LC obeh spolov, ki se je pri 15 tednov starih miši, v primerjavi z 11-tedenskimi, povečalo (slika 
26B). Kljub temu da so bili kristali različnih velikosti, smo ocenili njihovo širino med 0,04–0,14 µm, dolžino 
pa med 0,07–1,82 µm (preglednica 44). Poleg tega smo v jetrnem parenhimu miši Cyp51LC opazili več 
apoptotičnih celic, kar bi lahko bil vzrok lipotoksičnega vpliva kristalov na hepatocite (slika 26C). Dodatno 






Slika 26: Pregled morfoloških značilnosti v jetrih Cyp51LC in Cyp51LCwt miši. Reprezentativne TEM slike kažejo (a) hepatocit 
z nekaj LK pri kontrolnih miših, povečava: 5 µm in (b) redke kristale (povečavi: 5 µm in 0,5 µm) s (c) kristalnimi špranjami 
(povečavi: 2 µm in 0,2 µm), ki smo jih opazili v hepatocitih Cyp51LC miši obeh spolov. (d,e,f) Večje količine pravokotno 
oblikovanih kristalov in kristalne špranje smo identificirali v citoplazmi Kupferjevih celic (povečava: 0,2 µm), ki so bile prisotne 
ob številnih močno poškodovanih hepatocitih (povečava: 5 µm). (B) Kvantitativni izračun podatkov prisotnih kristalov v jetrih 
Cyp51LC miši, prikazanih s stolpčnim grafom, kjer stolpci pomenijo srednjo vrednost podatkov s standardno napako (n = 5–6). 
KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt, a.e. – arbitrarna enota. * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001. (C) Reprezentativna H&E 











Slika 27: Ovrednotenje učinkovitosti izbitja gena Cyp51 v primarnih hepatocitih jeter miši Cyp51LC obeh spolov. (A) Izražanje 
mRNA Cyp51 (n = 3–5) in (B) Western blot proteina CYP51 z ustreznim grafom relativne količine CYP51 glede na GAPDH 
količino (n = 3). KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. (C) Prikaz primarnih hepatocitov 
pod svetlobnim mikroskopom po 24 urah gojenja v sterilnih pogojih pri 37 °C v navlaženem CO2 inkubatorju, ki razvijejo tipično 
heksagonalno obliko. Originalna povečava: 40x. 
 
Da bi dodatno potrdili prekinitev sinteze holesterola, smo preverili stanje presnovkov ob moteni sintezi 
holesterola v primarnih hepatocitih. Pokazali smo, da so se v hepatocitih Cyp51LC miši močno povišale 
vrednosti lanosterola in dihidrolanosterola v primerjavi s kontrolnimi celicami, kar kaže na zanesljivo 
potrditev izbitje Cyp51 v hepatocitih. Zaznali smo nižje vrednosti holesterola in D7-latosterola, medtem 
ko v primarnih hepatocitih Cyp51LC mišjega modela nismo zaznali cimosterola, 24α-dihidrolanosterola in 
desmosterola (slika 28). Primarni hepatociti so bili gojeni v hranilnem mediju z 10 % serumom, ki je 
vseboval holesterol. Izmerjene koncentracije holesterola pri kontrolnih celicah predstavljajo skupek 
njihovega normalno proizvedenega holesterola, skupaj s prisotnim holesterolom v mediju, medtem ko so 
izmerjene nizke vrednosti holesterola pri primarnih hepatocitih Cyp51LC le posledica prevzema 
holesterola iz medija, ne pa tudi lastne sinteze holesterola. To se je nadalje izkazalo kot omejitev naše 
raziskave pri analizi qPCR, saj je 10 % vsebnost seruma v mediju, ki je sicer pomembna za normalno rast 





Slika 28: Koncentracije holesterola in njegovih intermediatov v primarnih hepatocitih. Meritve so podane v ng/ml ali v primeru 
holesterola v μg/mg in normalizirane na 100 μg skupnih proteinov. Vrednosti predstavljajo povprečja izmerjenih koncentracij s 
standardno napako (n = 4–5). KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. 
 
Najprej nas je zanimalo izražanje hepatocitnega jedrnega faktorja 4α (angl. The hepatocyte nuclear factor 
4 alpha – HNF4α). Ta velja za glavnega regulatorja diferenciacije hepatocitov pri ohranjanju njihove 
funkcije (252). Izražanje Hnf4a se ni statistično značilno spremenilo, kar nakazuje na to, da v 
parenhimskih celicah, ki smo jih vključili v nadaljnje analize, še ni prišlo do celičnega reprogramiranja 
(slika 29A). Analiza izražanja mRNA jetrnih genov, prikazana v sliki 29A, ni pokazala statistično značilnih 
razlik v izražanju predlanosterolnega Sqle, polanosterolnega Dhcr7 in glavnega prepisovalnega 
regulatorja sinteze holesterola Srebf2 (slika 29A). To lahko povežemo s tem, da smo primarne hepatocite 
gojili v normalnih pogojih v hranilnem mediju, ki vsebuje 10 % serum, zato so celice prejele dovolj hranilnih 
snovi in do aktivacije negativne povratne zanke s Srebf2 za sintezo holesterola ni prišlo (236). Vseeno pa 
smo opazili spremembe v povišanem izražanju Lxra pri samicah Cyp51LC, kar usmerja na to, da aktivnost 
receptorja LXR lahko uravnava prenos LK v hepatocitih (slika 29B). Poleg tega smo pokazali tudi 
statistično značilno znižanje v izražanju Rorc in Hsd3b5 ter povišano izražanje Cd36 v hepatocitih samcev 
Cyp51LC (slika 29B). Medtem ko se je relativno izražanje Ctnnb1 statistično značilno povišalo (vrednost 
p = 0,016; slika 29C) pri vseh miših Cyp51LC, pri posamičnem spolu Cyp51LC statistično značilnega 





Slika 29: Izražanje izbranih genov v primarnih hepatocitih merjenih s qPCR analizo, s prikazom povprečja podatkov s 
standardno napako (n = 3–5). M – samci, Ž – samice, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; **** p < 0,0001. 
 
4.2.5 Upravljanje lipolize in endoplazemskega stresa v hepatocitih 
Presnova lipidov predstavlja pomemben dejavnik pri celičnem odzivu na stres (253). Motena sinteza 
holesterola v hepatocitih povzroči kopičenje visokih koncentracij sterolnih intermediatov, ki lahko s svojo 
toksično naravo povzročijo poškodbe EnR. Čeprav je znotraj hepatocitov obilo EnR, so ti zelo občutljivi 
na motnje v svojem delovanju. To smo tudi potrdili z rezultati TEM, ki so pokazali močno razširjene in 
poškodovane strukture EnR. Želeli smo preveriti stopnjo stresa EnR z meritvami mRNA senzorjev 
razvitega proteinskega odziva (angl. unfolded protein response (UPR) sensors). Opazili smo povišano 
izraženost genov Atf4 in Atf6 v hepatocitih Cyp51LC v primerjavi s kontrolnimi celicami, medtem ko 
sprememb v izražanju sXbp1 in Chop v primarnih celicah Cyp51LC nismo zaznali (slika 30A). 
Z analizo pretočne citometrije (FACS), ki je bila opravljena na Odseku za molekularne in biomedicinske 
znanosti, Instituta Jožefa Stefana in dodatnimi testi qPCR smo pristopili k pojasnitvi nejasnih zaključkov 
o kopičenju LK oz. aktivnosti lipolize v hepatocitih, ki smo jih opazili pri morfoloških analizah, saj biogeneza 
LK predstavlja eno od možnih poti odplavljanja odvečne količine toksičnih sterolnih produktov iz celic. Na 
kratko, primarne hepatocite smo gojili v različnih hranilnih medijih (celotni hranilni medij – CM, medij prost 





Slika 30: Ovrednotenje stresa EnR in biogeneze LK v primarnih hepatocitih jeter miši. (A) Točkovni grafi prikazujejo izražanje 
tarčnih genov, ki uravnavajo stres EnR. V grafu so prikazana povprečja podatkov s standardno napako (n = 3–5). (B) Graf 
prikazuje kopičenje LK v celotni populaciji primarnih hepatocitov Cyp51LC in Cyp51LCwt miši, ki so bili gojeni v celotnem 
hranilnem mediju – CM, mediju prostem seruma – RPMI in seruma ter aminokislin prostem mediju – HBSS brez (-) ali z 
dodatkom (+) oleinske kisline (OK). Prikaz kopičenja LK v celičnih podpopulacijah, ki so bile razvrščene po (C) visoki, (D) nizki 
in (E) srednji vsebnosti LK. Vrednosti grafov (B–E) so srednje vrednosti treh neodvisnih ponovitev poskusov s standardno 
napako. (F) Relativno izražanje tarčnih regulatornih genov lipolize. V grafu so prikazana povprečja podatkov s standardno 
napako (n = 3–5). RFE – relativna fluorescenčna enota, KO – Cyp51LC, WT – Cyp51LCwt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; 





Slika 31: Shematski prikaz priprave celične linije hepatocitov Cyp51 KO s približnim časovnim potekom dela. 
 
4.3.2 Opredelitev trajne celične linije hepatocitov Cyp51 KO z moteno sintezo 
holesterola 
Po postopku priprave celičnih klonov smo izolirali mRNA 113 celičnih klonov, gojenih v normalnem 
hranilnem mediju za celične kulture. Po korakih smo izražanje gena Cyp51 posamičnih klonov v treh 
tehničnih ponovitvah pomerili s qPCR in izbrali med cDNA pomnožki klonov s poznimi točkami prehoda 
mejne linije fluorescence (angl. crossing point – Cp) (+30). Slika 32A kaže znižano izražanje mRNA Cyp51 
v klonu KO. Druga dva celična klona (WT – negativna CRISPR kontrola in K) nista pokazala znižanja v 
izražanju Cyp51. Prav tako ni bilo sprememb v mRNA izražanju Cyp51 v nativnih celicah Hepa 1-6 brez 
CRISPR transfekcije, kar je bilo pričakovano. Na proteinski ravni, pri klonu KO nismo zaznali aktivnega 




ali 0,5 % FBS) (slika 32B). To pomeni, da se niti pri normalni oskrbi celic s serumom ali pri pomanjkanju 
hranil sinteza holesterola s povratno zanko SREBP ni aktivirala. Pri kontrolnem celičnem klonu WT kot 
pri nativnih celicah Hepa 1-6 smo opazili prisotnost proteina CYP51 pri obeh pogojih gojenja celic, kar 
kaže normalno aktivnost sinteze holesterola v celicah. V nadaljnjih korakih smo namnoženo 
rekombinantno linijo CRISPR celičnega klona KO, kjer ocenili, da je prilo do izbitja gena Cyp51, 
poimenovali Cyp51 KO, medtem ko je namnožena celična rekombinantna linija klona WT služila kot 
kontrola, imenovana Cyp51 WT. 
 
Slika 32: Učinkovitost inženiring genoma s CRISPR/Cas9 tehnologijo na ravni (A) mRNA izražanja gena Cyp51 in (B) proteina 
CYP51 ter kontrolnega proteina GAPDH. Prikazani so izbrani kloni za nadaljnjo karakterizacijo, ki so bili gojeni v celotnem 
mediju z 10 % serumom za analizo izražanja mRNA in kloni v celotnem mediju z dodatkom 0,5 % in 10 % seruma za detekcijo 
aktivnosti proteinov. Hepa 1-6 – kontrolne nativne celice Hepa 1-6, WT – kontrolne celice negativne CRISPR transfekcije 
(Cyp51 WT), K – celični klon, KO – Cyp51 KO, L – lestvica. 
 
Vzporedno s qPCR analizo smo morfološko ovrednotili rast obeh celičnih rekombinantnih linij (slika 33). 
Medtem ko so kontrolne celice odražale značilno poligonalno sploščeno obliko parenhimskih celic jeter, 
so bile celice Cyp51 KO vretenaste oblike z dolgimi celičnimi podaljški. Nekatere so imele tudi nabrekla 
jedra. 
 
Slika 33: Morfološki pregled celičnih linij Cyp51 KO in WT gojenih v celotnem hranilnem mediju z 10 % serumom pod invertnim 






ali prisotnost izbitja Cyp51 v celicah linije Cyp51 KO (slika 35C). Izmerjene vrednosti sterolnih 
intermediatov pri celicah linije Cyp51 KO so bile skladne z meritvami v celični liniji Cyp51 WT in ni bilo 
videti povišanih koncentracij lanosterola, kot je to pričakovati v primeru motene sinteze holesterola zaradi 
izbitja gena Cyp51. 
 
Slika 35: Ovrednotenje celične linije Cyp51 KO s sekvenciranjem po Sangerju in analizo sterolnih intermediatov. (A) 
Kromatogram s prekrivanji vrhov v eksonu 2 (podobno pri eksonu 4 – ni priloženo) gena Cyp51, ki kažejo na mešanico več 
alelov, (B) del nukleotidnega zaporedja v eksonu 3 gena Cyp51, kjer naj bi na označenem mestu prišlo do načrtovanega reza 
encima Cas9, vendar je to ostalo nespremenjeno in enako nukleotidnemu zaporedju mišjega referenčnega nukleotidnega 
zaporedja gena Cyp51. (C) Koncentracije holesterolnih intermediatov v celičnih linijah Cyp51 KO in WT (n = 4-5/skupino). 
Meritve so podane v ng/ml. KO – Cyp51 KO, WT – Cyp51 WT. 
 
Kljub začetnim obetavnim rezultatom po uspeli pridobitvi celičnega klona z izbitjem Cyp51, so rezultati 
sekvenc in stanje presnovkov pokazali, da nismo uspeli uresničiti zastavljenega cilja. Vzrok za nastalo 
situacijo lahko pripišemo fazi postopka nasajanja posamičnih celičnih klonov za detekcijo izražanja gena 
Cyp51, kjer je med posamičnimi celicami morda ostala kakšna normalna oz. kontrolna celica, ki je imela 
močnejši celični proliferacijski potencial, ki ji je omogočil, da je med presajanjem celic prerastla 
rekombinantni klon Cyp51 KO s šibkejšim proliferacijskim potencialom. To potrjujejo tudi rezultati 





verjetno posledica kumulativnega učinka fagocitoze odmrlih hepatocitov (341). Sterolni kristali imajo lahko 
visoko vnetne učinke (339) in bi lahko sprožili aktivacijo enojedrnih vnetnih celic, katerih število je bilo v 
korelaciji z naraščanjem števila kristalov pri Cyp51LC miših. To bi pojasnilo prisotnost ˝sterilnega vnetja˝ 
znotraj jeter Cyp51LC miši in odgovorilo na vprašanje, kaj je spodbudilo presnovno odvisno 
hepatokarcinogenezo pri Cyp51 KO miših. Tako imenovano ˝sterilno vnetje˝ zaradi kristalov holesterola 
po literaturnih podatkih predstavlja pomemben in še nepojasnjen mehanizem napredovanja NAFLD (342, 
343). Prav tako bi to bi lahko povezali tudi s pojavom katarakte pri ljudeh z genskimi različicami v CYP51. 
 
 
Slika 36: Shematski prikaz kompenzacijskih mehanizmov hepatocitov z moteno sintezo holesterola zaradi izbitja gena Cyp51, 
ki bi lahko pojasnil delovanje začetnih dejavnikov vpliva nastanka hepatokarcinogeneze, opisanih pri Cyp51 KO miših. Rjave 
puščice kažejo aktivirane procese ali povišane vrednosti sterolnih intermediatov oz. povišano izražanje posamičnih genov. 
Črne puščice kažejo na možno uravnavanje biološkega procesa, prekinjena puščica je domneven učinek visokih koncentracij 
lanosterola in dihidrolanosterolne biogeneze LK. 
  
